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Riassunto 
 
Le cellule staminali adulte del midollo osseo si dividono in due popolazioni con 
distinta progenie: cellule staminali emopoietiche (HSCs) e cellule staminali 
mesenchimali (MSCs).  
Le MSCs, cellule pluripotenti,  rappresentano circa 0,001-0,01% della 
popolazione di cellule nucleate del midollo osseo; a livello funzionale esse sono in 
grado di  generare uno stroma midollare complesso che  regola la proliferazione e 
differenziazione emopoietica e hanno capacità differenziative  verso la linea 
fibroblastica, osteoblastica, adipocitaria, condrocitaria, mioblastica. 
Per il loro facile isolamento, espansione e multipotenzialità, le MSCs 
rappresentano una  risorsa ideale per la terapia di molte patologie. 
Sebbene il coniglio rappresenti un eccellente modello per molte malattie umane, 
la caratterizzazione delle cellule staminali mesenchimali estratte dal midollo osseo  
(rMSCs)  non è ancora stata oggetto di studi. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di  isolare e caratterizzare le  rMSCs da 
midollo osseo focalizzando l’attenzione sulla loro cinetica di crescita e sull’analisi 
immunofenotipica.  
Le rMSCs sono state isolate da 5 conigli New Zealand, coltivate in αMEM- 
addizionato, in opportune condizioni e analizzate fino alla senescenza. 
Durante la coltura cellulare sono stati valutati l’espansione cellulare, il numero di 
unità formanti colonia (CFU), il tempo di duplicazione o Doubling Time (DT), la 
capacità di differenziazione, l’immunofenotipo. 
Lo studio ha mostrato una sensibilità delle cellule nei confronti della densità di 
semina: ad una bassa densità di semina cellulare è corrisposta una diminuzione nel 
DT. Si è riscontrata una correlazione positiva tra il numero di cellule ottenute da 
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ciascun midollo estratto e il numero di CFU ottenute a passaggio 0. Questi dati 
sono utili per valutare il potenziale di espansione delle rMSCs. 
Le rMSCs isolate e coltivate hanno mostrato un disegno fenotipico simile a quello 
riscontrato nelle MSCs di uomo e  di altri roditori e, sotto particolari stimoli, si 
sono differenziate in tre diverse linee cellulari: condrocitaria, osteocitaria, 
adipocitaria. 
I dati ottenuti da questo lavoro possono essere utili per l’ottimizzazione di un 
protocollo di isolamento ed espansione di queste cellule che, per le loro proprietà 
biologiche, potrebbero essere utilizzate nell’applicazione clinica sperimentale 
applicata alla rigenerazione tissutale. 
 
Parole chiave: coniglio, cellule staminali mesenchimali, midollo osseo, CFU, 
densità di semina, immunofenotipo. 
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Abstract 
 
The adult stem cells of bone marrow are divided into two populations with 
distinct progenies: hematopoietic stem cells (HSCs) and mesenchymal stem cells 
(MSCs). 
The MSCs are pluripotential cells and they represent about 0,001-0,01% of the 
total population of nucleated cells in marrow; they are able to produce a complex 
marrow stroma that controls the hematopoietic cells multiplication and 
differentiation and to differentiate along osteoblastic, adipocytic and chondrocytic 
lineages. 
Because of their easy isolation, expansion and multipotentiality, the MSCs 
represent an ideal source for therapies of many pathologies.  
Although rabbit represent an excellent model for many human diseases, the 
characterisation of rabbit marrow mesenchymal stem cells (rMSCs) has not yet 
investigated. 
This study was aimed to isolate and characterize the rMSCs from bone marrow 
focus in on their grow mechanisms and the immunophenotipic analyse. 
The rMSCs were isolated from 5 New Zealand rabbits, incubated in added 
αMEM, in appropriate conditions and analysed until they reached the senescence. 
During the cell culture, the cell expansion, the CFU number, the Doubling Time, 
the differentiation ability and the immunophenotipy were analysed. 
This study showed that the cells were very sensitive to plating density: low plating 
density significantly affected their doubling time. There was a positive correlation 
between number of bone marrow cells and the CFU number at passage O. 
These data are useful to value the potential of rMSCs expansion. 
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Furthermore, these cells showed  a  pattern of epitopes similar to their human and 
rodents MSCs. 
The rMSCs, under stimulation , were differentiated along three principal lineage: 
chondrocytic, osteobastic and adipocytic lineages. 
The data of this work could be useful for optimization of a rMSCs isolation and 
expantion protocol  that could be used in the experimental clinic application for 
tissue regeneration because to their biological properties.  
 
Keewords: rabbit, mesenchymal stem cells, bone marrow, CFU, plating density, 
immunophenotipy 
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1. Introduzione 
 
1.1  Cellule staminali 
 
Le cellule staminali (SC) sono cellule “non specializzate” capaci di auto-
rigenerarsi attraverso la divisione cellulare o di differenziarsi in cellule 
“specializzate” lungo varie e determinate linee di tessuto, in risposta ad opportuni 
stimoli ed in determinate condizioni sia fisiologiche che sperimentali (Morrison e 
coll., 1997; Lovell-Badge, 2001). 
Sono cellule che possono dare origine a più linee cellulari attraverso un processo 
di maturazione e di differenziazione che procede in risposta a segnali interni, 
controllati dal patrimonio genetico della cellula, ed esterni, provenienti da altre 
cellule presenti nel microambiente in cui queste si trovano (Morrison e coll., 
1997; Reya e coll., 2001; Donovan e coll., 2001). 
Le cellule staminali possiedono alcune importanti caratteristiche che le 
distinguono dagli altri tipi cellulari:  
? sono cellule capaci di replicarsi per lunghi periodi; 
? sono in grado di dare origine a progenitori in grado di differenziarsi in uno 
o più tipi cellulari  maturi diversi; 
?  si replicano attraverso divisioni cellulari asimmetriche, cioè originano due 
cellule figlie di cui una è una cellula staminale uguale alla cellula madre e 
l’altra è una cellula maggiormente differenziata, ossia un precursore di una 
cellula specializzata.  
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1.2   Origine e classificazione delle cellule staminali 
 
In base alla capacità di differenziare, le cellule staminali vengono classificate in 
totipotenti, pluripotenti, multipotenti e unipotenti. 
1. Le cellule totipotenti danno origine a tutte le cellule completamente 
differenziate del corpo e alle cellule del trofoblasto della placenta. 
2. Le cellule pluripotenti possono differenziare in quasi tutte le cellule che 
originano dai tre foglietti embrionali, ma non sono in grado di dare origine 
alla placenta e alle strutture di supporto.  
3. Le cellule multipotenti danno origine a un numero finito di cellule 
differenziate e sono solitamente isolate da tessuti adulti.  
4. Le cellule unipotenti si differenziano in un unico tipo di cellula 
specializzata (Mathur e coll., 2004). 
 
1.2.1 Le cellule staminali embrionali 
 
Le cellule staminali embrionali sono state studiate dapprima nel topo e da qualche 
anno nell’uomo (Evans e coll., 1981; Matzui e coll., 1992). 
Le cellule staminali embrionali sono presenti nella massa cellulare interna (o 
embrioblasto) della blastocisti, poco prima dell’impianto nella mucosa uterina. 
Queste cellule possono essere coltivate in opportune condizioni per lunghi periodi 
e sono definite “totipotenti”. Sono cellule clonogeniche, in quanto una singola 
cellula può dare origine a colonie di cellule geneticamente uguali e inoltre 
esprimono il fattore di trascrizione Oct-4 che mantiene le cellule staminali 
embrionali in uno stato di proliferazione e indifferenziazione. Le cellule staminali 
embrionali possono essere geneticamente modificate in vitro mediante 
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sostituzione di un gene sano con uno mutato o viceversa (ricombinazione 
omologa). Quando iniettate nella cavità (blastocele) di una blastocisti ospite, le 
cellule staminali embrionali colonizzano tutti i tessuti dell’embrione chimerico 
(così definito perché composto dalla mescolanza di due diversi genotipi) 
compresa l linea germinale. Possono pertanto trasmettere un gene di interesse alla 
progenie della chimera permettendo così di creare modelli di malattie umane o di 
terapie in utero. 
 
1.2.2 Le cellule staminali adulte 
 
Tra le cellule staminali adulte sono comprese quelle fetali, presenti negli abbozzi 
degli organi, quelle neonatali, isolabili dal cordone ombelicale, e quelle 
propriamente adulte. Le cellule staminali adulte sono presenti in molti o forse in 
tutti gli organi dei mammiferi, anche se il loro numero diminuisce con l’età. Sono 
state isolate dalla pelle, dal muscolo scheletrico, dal fegato, dal tessuto nervoso, 
dal midollo osseo e  dal sangue periferico. 
In particolare nel midollo osseo e nel sangue periferico sono state identificate 
cellule staminali emopoietiche, precursori endoteliali e cellule staminali 
mesenchimali.  
In passato si riteneva che soltanto i tessuti soggetti a continuo ricambio (sangue e 
epiteli) possedessero cellule staminali, necessarie per sostituire le cellule perdute 
quotidianamente durante tutta la vita dell’individuo con nuove cellule 
differenziate. Ciò spiegava come questi tessuti fossero soggetti maggiormente a 
patologie di tipo proliferativo (tumori). Al contrario, i tessuti le cui cellule non si 
rinnovano nella vita adulta (muscolo scheletrico e cardiaco, tessuto nervoso) 
erano ritenuti privi di cellule staminali e quindi prevalentemente soggetti a 
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patologie di tipo degenerativo. Le cose sono cambiate con la dimostrazione che il 
sistema nervoso centrale e quello periferico contengono cellule staminali neurali, 
capaci di proliferare indefinitamente o quasi nelle opportune condizioni 
sperimentali e di generare i principali tipi cellulari del sistema nervoso. 
 
1.3  Le cellule staminali mesenchimali 
 
I modelli attuali dividono le cellule staminali, nel midollo osseo, in due 
popolazioni con distinta progenie: cellule staminali emopoietiche (hematopoietic 
stem cells, HSCs)  e  cellule staminali mesenchimali (mesenchymal stem cells, 
MSCs) (Jordan e coll., 1990). Le linee linfoidi e mieloidi originano dalle HSCs e 
hanno come finalità quella di produrre cellule di organi immunitari e circolanti del 
sangue (Bhatia e coll., 1997).  
Il microambiente del midollo osseo è composto in parte da cellule che originano 
da MSCs quali osteoblasti e adipociti (Pittenger e coll., 1999;Woodbury e coll., 
2000; Deans e coll., 2000; Bianco e coll., 2001;) ed in parte da cellule endoteliali, 
periciti vascolari (Dennis e coll., 2002) e da macrofagi (Morrison e coll., 1997). 
Dal punto di vista funzionale, le cellule stromali del microambiente midollare e i 
loro prodotti biosintetici giocano un ruolo fondamentale nella regolazione della 
proliferazione e differenziazione emopoietica (Trentin, 1970; Simmons e coll., 
1994); in particolare:  
? sintetizzano fattori di crescita e citochine regolatrici,  
? esprimono molecole adesive,  
? producono proteine della matrice extracellulare che compartimentalizzano 
le molecole regolatrici . 
 
 
 9
 L’importante ruolo delle cellule mesenchimali nella regolazione del sistema 
emopoietico è dimostrato da molteplici evidenze cliniche e sperimentali. Nel 
modello di trapianto in utero (IUT) nella pecora è stato dimostrato che la 
reinfusione combinata di cellule staminali emopoietiche e cellule stromali 
midollari aumenta significativamente i livelli di attecchimento di cellule del 
donatore (Almeida-Porada e coll., 1996). Il ruolo dello stroma midollare nella 
regolazione emopoietica e le peculiari caratteristiche funzionali delle cellule 
mesenchimali consentono di ipotizzare numerose applicazioni cliniche dei 
progenitori mesenchimali generati ex vivo. Le MSCs potrebbero essere utilizzate 
in associazione o meno a cellule staminali emopoietiche, allo scopo di generare un 
microambiente danneggiato dalla chemioradioterapia o per migliorare la 
ricostituzione mieloide e linfoide dopo trapianto (Carlo-Stella e coll.,2002). 
Le MSCs rappresentano una piccola frazione, 0,001-0,01% di tutta la popolazione 
di cellule nucleate del midollo (Pittenger e coll, 1999). L’esistenza della MSCs in 
grado di auto-mantenersi è supportata da molti dati in vivo e in vitro (Colter e 
coll., 2001). A livello funzionale, le MSCs  sono in grado di generare uno stroma 
midollare complesso sia in vivo sia in vitro e hanno capacità differenziativa 
multilineare producendo, sotto particolari stimoli, progenitori con potenziale 
differenziativo verso la linea fibroblastica, osteoblastica, adipocitaria, 
condrocitaria, mioblastica (Pittenger e coll, 1999). Le MSCs rappresentano una 
ideale risorsa di cellule staminali  per la loro facile purificazione, amplificazione e 
multipotenzialità. Queste loro potenzialità permettono  il loro possibile utilizzo 
per la cura di molte patologie umane e a questo scopo sono giustificati modelli 
animali per studi clinici (Pittenger e coll., 2001). L’isolamento di MSCs  dal 
midollo osseo di uomo (Pittenger e coll., 1999), topo (Pittenger e coll., 2002), 
gatto (Martin e coll., 2002), cane (Kadiyala e coll., 1997), coniglio (Owen e coll., 
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1987), suino (Ringe e coll., 2000), puledro (Mosca e coll., 2000), pecora (Jessop e 
coll., 1994) hanno avuto un successo completo. 
Oltre al midollo osseo, altre risorse di cellule staminali con potenzialità 
mesenchimali sono reperibili nel periostio (Fukumoto e coll., 2003; Nakahara e 
coll., 1990; Zarnett e coll., 1989), nell’osso trabecolare (Noth e coll., 2002; Sottile 
e coll., 2002; Tuli e coll., 2003), nel tessuto adiposo (De Urgate e coll., 2003; 
Dragoo e coll., 2003; Gronthos e coll., 2001; Wickman e coll., 2003), nella 
sinovia (De Bari e coll., 2001), nel muscolo scheletrico (Jankowski e coll., 2002), 
nel polmone (Noort e coll., 2002)  e nei denti (Miuria e coll., 2003). De Bari e 
coll. (2001) hanno mostrato che MSCs, isolate dalla sinovia, sono capaci di 
differenziarsi in condrociti, osteociti e adipociti   contribuendo alla rigenerazione 
del muscolo scheletrico di una cavia affetta da distrofia muscolare. De Ugarte e 
coll.(2003)  hanno mostrato le potenzialità delle MSCs isolate da tessuto adiposo 
mediante liposuzione evidenziando differenze in termini di prodotto finale, nella 
cinetica di crescita, nell’invecchiamento cellulare, nella capacità di differenziarsi 
in più linee.  
 
1.4   L’utilizzo delle cellule staminali mesenchimali in campo 
terapeutico 
 
Oltre all’utilizzo nel trapianto di cellule staminali emopoietiche per la cura di 
patologie neoplastiche midollari, le MSCs trovano indicazione nel trattamento di 
patologie  in campo cardiovascolare, polmonare, osteo cartilaginee e del tessuto 
nervoso.  
Orlic e coll (2001) e Stamm e coll. (2003) hanno dimostrato in pazienti affetti da 
infarto del miocardio, che sangue midollare depositato localmente a livello 
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cardiaco riesce a generare  nuovo tessuto miocardico, con un miglioramento  della 
funzionalità cardiaca .  
Gussoni e coll (1999) hanno dimostrato la capacità delle MSCs di differenziarsi, 
in vivo, in tessuto muscolare scheletrico: se iniettate nel muscolo quadricipite di 
una cavia affetta da distrofia muscolare, possono esprimere distrofina in 
associazione  con il sarcolemma delle fibre muscolari. 
Cellule staminali con  capacità di differenziarsi in neuroni, astrociti e 
oligodendrociti sono state isolate da midollo spinale di  topo (Shihabuddin e coll., 
2000) ed il loro  trapianto in una lesione spinale di  topo adulto ha mostrato un 
miglioramento funzionale neuronale (Teng e coll., 2002).  
Inoltre, è stato recentemente dimostrato da Meyez che le MSCs da midollo osseo 
umano possono penetrare nel telencefalo e generare neuroni dopo il trapianto 
(Meyez e coll., 2003). Nel morbo di Parkinson sono già stati sperimentati trapianti 
di cellule dopaminoproduttrici e si va studiando la possibilità di trapianti di cellule 
staminali messe in coltura e fatte sviluppare con gli opportuni fattori di crescita e 
di differenziazione verso il tipo neuronale desiderato (Freed e coll., 2001). 
Nell’area della medicina ortopedica ci sono diversi esempi di applicazioni che 
coinvolgono l’impianto locale di cellule di midollo osseo per il trattamento nella 
riparazione di difetti ossei segmentali (Quarto e coll., 2001)  e da craniotomia 
(Frebsbach e coll., 1998). 
Simili approcci sono stati inoltre descritti per la riparazione di lesioni a livello 
cartilagineo (Ponticello e coll., 2000) e tendineo (Young e coll., 1998) . In un 
animale affetto da osteoartrite con conseguente  lesione all’articolazione del 
ginocchio, l’utilizzo di cellule staminali mediante un’iniezione intra-articolare ha 
avuto come risultato l’adesione di tali cellule sul menisco, sul grasso patellare e 
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sulla sinovia con rigenerazione  del menisco e con miglioramento della cartilagine 
(Murphy e coll., 2003). 
Affinchè il trapianto di cellule staminali possa divenire un trattamento efficace 
occorre isolarle in numero sufficiente oppure espanderle in coltura senza perdita 
di staminalità (capaci di auto-rinnovamento) e\o potenzialità differenziativa.  
Se necessario esse devono essere geneticamente modificate in vitro mediante 
introduzione di una copia sana del gene affetto dalla malattia. 
Alla base delle terapie con cellule staminali deve essere considerato un importante 
fattore rappresentato dalla natura ipoimmunologica di tali cellule, questo concetto 
fa spazio ad ampie osservazioni in campo della terapia allogenica. Sono 
attualmente a disposizione diversi lavori che descrivono l’uso clinico di cellule 
staminali allogeniche di un donatore che scatena una lieve risposta immunitaria da 
parte dell’ospite. Per esempio, il trapianto di midollo osseo allogenico in bambini 
affetti da Osteogenesi Imperfetta ha dato come risultato l’aumento della 
formazione di nuovo osso in assenza di malattia post-trapianto (GVHD, graft-
versus-host disease) (Horwitz e coll., 1999). Analogamente l’infusione di MSCs 
allogeniche in pazienti con la sindrome di Hurler o con la leucodistrofia 
metacromasica non ha mostrato alcuna reazione immunitaria di tipo cellulo-
mediata  e nessuna incidenza di malattia post-trapianto (GVHD, graft-versus-host 
disease) (Koc e coll., 2002).  
Si riportano di seguito alcuni esempi di applicazioni terapeutiche in campo 
animale (tabella 1) ed in campo umano (tabella 2).  
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Tabella 1: 
 
Applicazioni terapeutiche di MSCs in modelli animali. 
 
Indicazione Animale/modalità 
d’impianto 
Risultato Bibbliografia 
Infarto 
miocardico 
Topo/ iniezione diretta Nuovo miocardio Orlic et al., 
2001 
Infarto 
miocardico 
Ratti/ 4 iniezioni  
1 settimana pre-infarto 
Cardiomiociti 
derivati dal donatore 
e angiogenesi 
Saito et 
al.,2002 
Distrofia 
muscolare 
Topo/ 4 iniezioni Parziale ripristino 
dell’ espressione 
distrofina in 
muscolo affetto 
Gussoni et 
al.,1999 
Fibrosi 
polmonare 
Topo sensibile a 
bleomicina / 4 iniezioni 
Riduzione 
infiammazione e 
deposizione di 
collagene  
Ortiz et al., 
2003 
Fusione spinale Cellule di midollo osseo 
canino/ matrice ossea 
Miglioramento 
nell’impianto osseo 
Muschler et 
al., 2003 
Difetti di osso 
segmentale 
Ratto e cane/ carrier in 
ceramica  
Aumento della 
formazione di osso e 
miglioramento 
biomeccanico 
Bruder, Kurth, 
et al., 1998 
Difetto di 
craniotomia 
Topo 
immunocompromesso/ 
spugnetta 
>99% tessuto osseo 
riparato entro 2 
settimane 
Krebsbach et 
al., 1998 
Lesione 
tendinea 
Coniglio/ gel di collagene 
concentrato 
Miglioramento 
biomeccanico, 
funzionale, 
strutturale di tendini 
Young et al., 
1998 
Menisco Capra/ iniezione 
intrarticolare 
Aumento di 
formazione tissutale 
e riduzione 
osteoartrite 
Murphy et al., 
2003 
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Tabella 2: 
 
Applicazioni terapeutiche di MSCs in campo umano. 
 
Indicazione Risorsa/modalità 
d’impianto 
Risultato Riferimento 
Infarto 
miocardico 
Midollo osseo/ iniezione 
diretta 
Aumento 
funzionalità 4/6 
pazienti, aumento 
perfusione tissutale 
5/6 
Al-Khaldi et 
al. 2003 
Osteogenesi 
imperfetta 
Trapianto midollo osseo 
allogenico/ infusione 
Formazione nuovo 
osso e impianto 
delle cellule 
donatrici in 3 
pazienti 
Horwitz et al., 
2001 
Difetto di osso 
lungo 
Midollo osseo autologo/ 
ponteggio 
Aumento 
riparazione osso in 1 
paziente 
Quarto et al., 
2001 
Leucodistrofia 
metacromatica 
e sindrome 
d’Hurler 
MSCs allogeniche / 
infusione 
Migliormento 
conduzione nervosa 
in 4/6 pazienti;  
no GVHD 
Koc et al., 
2002 
Anemia 
aplastica 
idiopatica 
MSCs allogeniche / 
infusione 
Miglioramento dello 
stroma in 1 paziente 
Fouillard et al., 
2003 
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1.5  Interazione tra cellule staminali mesenchimali impiantate e 
ospite 
 
Il problema della risposta dell’ospite alle MSCs è critico e diversi sono gli aspetti 
che riguardano tale interazione. Tra questi devono essere presi in considerazione:  
(1) la risposta immunitaria dell’ospite verso le cellule impiantate,  
(2)  il meccanismo che guida le cellule trapiantate verso il sito di lesione  
(3)  la differenziazione di tali cellule sotto l’influenza di segnali locali. 
 
1. la risposta immunitaria dell’ospite verso le cellule impiantate. 
 
Questo argomento è stato materia di alcuni recenti studi che hanno dimostrato 
come le MSCs siano capaci di sopprimere le reazioni linfocitarie (MLRs, Mixed 
Lymphocyte Reactions) coinvolgendo linfociti T e cellule dendritiche. Di Nicola e 
coll. (2002) hanno mostrato che la proliferazione di linfociti T nell’uomo, 
stimolata dall’aggiunta di linfociti, cellule dendritiche o fitoemoaglutinina di 
sangue allogenico, è soppressa quando le colture cellulari contengono anche 
MSCs. L’equipe ha individuato inoltre che questo effetto soppressivo è invertito 
con l’aggiunta di anticorpi monoclonali che hanno un effetto neutralizzante sul 
TGF-β1 e sul fattore di crescita epatico (HGF), tale effetto rappresenta pertanto la 
prova di una specifica soppressione delle reazioni linfocitarie  da parte delle 
MSCs, non riconducibile a eventi di apoptosi (Di Nicola e coll., 2002). 
Esistono  prove convincenti che le MSCs umane, per il loro distinto 
immunofenotipo, non essendo espresso il HLA Class II (Human Leukpcyte 
Antigen) , possono essere considerate con molta probabilità non immunogeniche 
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o per lo meno ipoimmunogeniche (Majumdar e coll., 2003). Il recettore HLA 
Class II è  assente anche sulle MSCs già differenziate e queste cellule non 
suscitano una risposta proliferativa linfocitaria (Le Blanc e coll., 2003) . L’uso di 
MSCs allogeniche nelle applicazioni terapeutiche ha molti vantaggi, non ultimo 
quello di usare il trapianto per una emergenza, come l’infarto miocardico. Lo 
svantaggio primario risulterebbe quindi solo il possibile rischio di trasmissione di 
malattie da donatore a ricevente. 
 
2. Meccanismo che guida le cellule trapiantate verso il sito di lesione. 
 
Sembra ormai chiaro che le MSCs, quando vengono iniettate per via endovenosa, 
siano capaci di migrare in modo specifico verso il sito di lesione. Questa 
straordinaria abilità  è stata dimostrata in casi di frattura ossea, infarto miocardico 
(Shake e coll., 2002) e ischemia celebrale (Wang e coll., 2002). Il meccanismo 
che guida le cellule nel sito danneggiato non è chiaro, ma sembra che sia il tessuto 
danneggiato stesso a produrre molecole che richiamano le MSCs . Uno studio di 
Wang e coll. (2002) mostra che la presenza di una particolare proteina chiamata 
MCP-1 (Chemokine Monocyte Chemoattractant protein-1) prodotta nel tessuto 
cerebrale ischemico determina la migrazione delleMSCs iniettate verso la lesione. 
 
3. Differenziazione in vivo delle cellule impiantate. 
 
Il concetto alla base della terapia con le  cellule staminali è che in seguito al  
trapianto e alla loro migrazione nel sito danneggiato, sono in grado di 
differenziarsi in cellule con un appropriato fenotipo, sotto particolari stimoli di 
segnali locali. Tale differenziazione contribuisce così alla riparazione del tessuto 
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lesionato (Barry e coll., 2004). Ponticello e coll. (2000) hanno mostrato una 
crescita di cellule sia della linea cartilaginea che ossea in un paziente affetto da 
patologia osteocondrale  e trattato con MSCs a livello del condilo mediale 
femorale.  
 
1.6   Principali caratteristiche fenotipiche delle MSCs  
 
Le Cellule Mesenchimali Staminali non possiedono un fenotipo univoco, 
esprimono al contrario marker presenti anche in altri tipi cellulari. Numerosi 
autori hanno isolato le MSCs da diverse specie animali e da diversi tessuti, 
dimostrando nel tempo che mentre alcune molecole vengono espresse,  altre sono 
sempre assenti. 
Uno dei  primi lavori sulla fenotipizzazione delle MSCs è stato effettuato da 
midollo osseo umano nel 1991 da Simmons e coll. che hanno evidenziato la 
presenza dell’antigene STRO-1, una proteina della superficie cellulare espressa 
sulle cellule staminali stromali midollari e sui precursori eritroidi. 
Altri antigeni che mettono in evidenza le caratteristiche di staminalità di queste 
cellule sono l’SH-2 o CD105 (endoglina), evidenziata per la prima volta da 
Haynesworth nel 1992, e SH-3/SH-4 o CD73 che sono ecto-5’-nucleotidasi di 
membrana, (Barry e coll. 2001).  
Oltre a questi antigeni indicativi di staminalità, sulle MSCs sono espressi anche 
altri marker quali, il CD44 molecola di adesione cellulare, il CD90 o Thy-1, il CD 
106 (vascular cell adhesion molecole o VCAM-1), il CD166 (activated leukocyte 
cell adhesion molecole o ALCAM) ed il CD29 o β-integrina ( Bruder e coll., 
1997; Bruder e coll., 1998; Conget e coll., 1999; Pittenger e coll., 1999; Colter e 
coll., 2001; Minguell e coll., 2001;Musina e coll., 2005; Miao e coll., 2006). 
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Da sottolineare è la marcata espressione del CD44 che gioca un ruolo centrale 
nell’organizzazione della matrice extracellulare del midollo. 
Il CD29 o β-integrina si lega in modo non covalenti a varie subunità di altre 
integrine (CD49) formando recettori che interagiscono con specifiche proteine 
della matrice extracellulare. Questi recettori formano un ponte citoplasmatico tra 
l’actina del citoscheletro e le proteine della matrice extracellulare o di cellule 
adiacenti. 
Il CD90 o Thy-1 è una glicoproteina che gioca un ruolo importante 
nell’interazione tra cellule adiacenti.  
Il CD166 è stato identificato per la prima volta da Bruder (1997) indicato come 
SB-10. In tale studio, l’antigene SB-10 era espresso sulle MSCs indifferenziate; 
tale positività scompariva al momento della differenziazione osteogenica e della 
simultanea espressione, sulla superficie cellulare, della fosfatasi alcalina. Il 
CD166 gioca un ruolo importante nella differenziazione osteogenica malgrado il 
meccanismo sia sconosciuto (Bruder e coll., 1998). 
Come accennato all’inizio di questo paragrafo, il fenotipo delle MSCs non è 
sempre univoco e la variabilità con cui certi antigeni vengono più o meno espressi  
può: 
? essere influenzata da fattori secreti da altre cellule presenti nei passaggi 
iniziali durante l’isolamento in vitro (Gronthos e coll., 2001); 
? dipendere dal grado di differenziamento delle MSCs (Bruder e coll. 
1997); 
? dipendere dall’ambiente in cui esse crescono: in vitro l’espressione di 
alcuni marker non sempre è correlata con la loro espressione in vivo 
(Gronthos e coll., 2001). 
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Esiste, inoltre, una variabilità di espressione dei marker dovuta al tipo di tessuto 
dal quale le  MSCs vengono isolate, al metodo di isolamento e di coltura ed alle 
diverse specie animali dalle quali vengono estratte (Javanzon e coll., 2004; Badoo 
e coll., 2003). Per esempio, il tessuto adiposo di uomo è una valida risorsa per 
ottenere cellule staminali mesenchimali mediante lipo-aspirazione, ma a 
differenza delle MSCs isolate da midollo osseo, esse sono CD49(+) e CD106(-). Il 
CD106 nel midollo osseo è associato al processo di emopoiesi, quindi l’assenza 
del CD106 sulle MSCs isolato da tessuto adiposo può essere dovuta alla 
localizzazione di queste cellule in un tessuto non-ematopoietico (Zuc e coll., 
2002). 
Per quanto riguarda variazioni fenotipiche delle MSCs dipendenti da differenze di 
specie, un esempio si può ritrovare nel lavoro di Peister (2004) sul topo; sebbene 
le MSCs di uomo (Pittenger e coll., 1999; Colter e coll., 2001; Martin e coll, 
2002; Musina e coll., 2005) abbiano mostrato di essere CD34(-) e CD90(+), le 
MSCs isolate da midollo osseo di topo (Peister e coll., 2004) esprimevano il 
CD34(+) e  il CD90(-). 
Il CD44, invece è sempre espresso sulle MSC isolate da midollo osseo di specie 
diverse, infatti è risultato positivo sulle MSC isolate da midollo osseo di pecora 
(Cristino e colll 2004), di gatto (Martin e coll, 2002), di topo e ratto (Peister e 
coll., 2004) e nell’uomo (Conget e coll., 1999; Pittenger e coll., 1999; Colter e 
coll., 2001; Musina e coll., 2005; Miao e coll., 2006). 
Nella ricerca del fenotipo delle MSCs isolate da midollo osseo, risulta di 
fondamentale importanza, anche, escludere l’espressione di alcune molecole di 
superficie.  
 E’ necessario infatti escludere la presena di molecole specifiche delle linee 
emolinfopoietiche (Pittinger e coll.,1999; Colter e coll., 2001; Musina e coll., 
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2005;  Miao e coll., 2006). In particolare il CD34, specifico delle cellule staminali 
emopoietiche, il CD14, marker specifico di monociti/macrofagi e il CD45, 
antigene leucocitario non devono essere espresse sulle MSCs, per differenziarle 
nettamente dalle cellule emopoietiche staminali. 
Le MSCs non esprimono inoltre molecole co-stimolatorie quali il CD80, il CD86 
e il CD40, il complesso di istocompatibilità (MHC) di classe II (mentre è sempre 
espresso in modo più o meno elevato l’MCH di classe I (Le Blanc e coll.2005) e 
molecole di adesione come il CD31(platelet/endothelial cell adhesion molecole o 
PECAM-1), CD18 (leukocyte funcsion- associated antigen o LFA-1) ed il CD56 
(neuronal cell adesion molecole-1), (Chamberlain, at al., 2007).  
Al momento in cui si è effettuata la parte sperimentale di questo lavoro non erano 
presenti studi di fenotipizzazione di cellule staminali mesenchimali isolate da 
midollo osseo di coniglio, quindi è stato necessario preparare un pannello di 
antigeni che permettesse di identificare tali cellule, considerando anche la 
presenza in commercio di anticorpi che reagissero con la specie da noi scelta. In 
base ai dati della letteratura riferita ad altre specie animali ed agli anticorpi 
disponibili per il coniglio, sono stati scelti i seguenti marker: CD14, CD29, CD44; 
CD45, CD90, MHC I, MHC II.       
   
1.6.1   CD14 
 
Questo antigene di membrana è stato il primo ad essere descritto come PRR 
(pattern recognition receptor), cioè proteina espressa dalle cellule del sistema 
immunitario con la funzione di identificare le molecole associate a patogeni. 
 
 
 21
Funzione  
Il CD14 è un recettore per le endotossine (Wright e coll., 1990) e alcuni studi 
mostrano come il CD14 possa agire, in associazione a LBP (LPS-binding protein), 
al trasferimento di molecole di lipidi (Hailman e coll.; 1994). Quando un 
lipopolisaccaride si lega al CD14 espresso su monociti e neutrofili, segue 
l’attivazione cellulare, il  rilascio di citochine come il TNF (Tumor Necrosis 
Factor) e l’ aumento delle molecole di superficie, incluse le molecole di adesione. 
In alcuni studi in vitro è stato visto che il complesso CD14/LPS 
(Lipopolisaccaride) può stimolare anche le cellule che non esprimono sulla 
membrana il CD14, come le cellule endoteliali e alcune cellule epiteliali; questa 
stimolazione, mediata da  citochine, avviene attraverso un recettore non 
identificato; anche in questo caso si assiste a  un up- regolation delle cellule di 
adesione (Haziot e coll., 1993). 
Struttura molecolare 
Il CD14 maturo è una proteina di membrana composta da 356 aminoacidi con 4 
siti per N-linked glycosylation. Il CD14 è ancorato alla superficie cellulare tramite 
un legame glicosilfosfatidilinositolo. Sono state descritte due forme solubili del 
CD14 (sCD14): 
? La prima forma solubile è una molecola di circa 48 kDa (Bazil e coll., 
1986) ; 
? La seconda forma solubile ha un peso molecolare maggiore (Labeta e 
coll., 1993). 
Il gene per il CD14 contiene 88 paia di basi. 
Espressione cellulare 
Il CD14 è espresso sulla superficie di 
? Monociti ; 
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? Granulociti ; 
? Macrofagi in molti tessuti. 
 
1.6.2    CD29 
 
Il CD29 è conosciuto anche come β1-Integrina, , ITGB1. Le integrine sono 
proteine eterodimeriche costiutite da due subunità, 18 alpha e 8 beta. Il gruppo 
delle integrine è composto da recettori di membrana coinvolti nella adesione e nel 
riconoscimento cellulare in diversi processi, tra i quali l’embriogenesi, l’emostasi, 
la riparazione tissutale, la risposta immunitaria e la diffusione metastatica di 
cellule tumorali. 
Funzione 
Il CD29 agisce come recettore per la fibronectina e permette l’adesione a ligandi 
come il CD106 e verso altre proteine di matrice cellulare, collagene, laminina. La 
proprietà adesive del CD29 sui linfociti T  è regolata dall’attivazione cellulare 
attraverso l’interazione tra il dominio citoplasmatico del CD29 e il citoscheletro 
del linfocita. 
Struttura molecolare 
Il CD29 è una glicoproteina; è costiutita da tre domini: extracellulare, di 
membrana, citoplasmatico. 
Sono riconosciute 4 isoforme, A-B-C-D, che si differenziano tra loro per il 
dominio citoplasmatico. 
Espressione cellulare 
Il CD29 è espresso su molte cellule, come i leucociti, mentre in minore 
percentuale sui granulociti. I globuli rossi sono CD29-. L’espressione cellulare è 
strettamente legata alle quattro isoforme: 
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? A: è ampiamente espressa; 
? B: è espressa in fegato, cute, muscolo scheletrico, placenta, endotelio 
venoso, cellule del neuroblastoma, cellule del linfoma, cellule 
dell’epatoma; 
? C: è espressa in muscolo, fegato, placenta, endotelio di vena ombelicale, 
fibroblasti, alcune linee cellulari ematopoietiche, rene; 
? D: è espressa nel muscolo. 
 
1.6.3 CD44 
 
Il CD44 è il principale recettore di superficie delle cellule per l’acido ialuronico, 
che penetra nella cellula per endocitosi per la sua successiva catalizzazione. Il 
CD44 è presente in diverse isoforme su numerosissimi tipi cellulari, incluse le 
cellule endoteliali. L' interazione tra acido ialuronico e CD44 condiziona l' 
adesione e la motilità delle cellule neoplastiche  così come la crescita tumorale e il 
processo di metastatizzazione in vivo. 
Funzione  
Nel corso degli anni, sono state trovate sempre nuove funzioni della proteina ma 
la principale rimane il riconoscimento dell'acido ialuronico, componente della 
matrice extracellulare, in particolari zone quali i tessuti connetttivi embrionali ed 
il contorno di lesioni cancerose invasive. Il legame con l’acido ialuronico non ha 
solo funzione di ancoraggio ma fa si che la proteina trasduca dei segnali 
all'interno della cellula con conseguenze variabili. 
Il CD44 è inoltre coinvolto in molte altre funzioni cellulari, tra cui: 
? Adesione dei leucociti alle cellule endoteliali; 
? Aggregazione dei leucociti; 
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? Direzione dei leucociti verso gli organi linfoidi periferici o verso i siti di 
flogosi (Hayes e  coll., 1991). 
Struttura molecolare 
Il CD44 è una proteina di membrana costituita da 341 aminoacidi e ha un peso 
molecolare di 37 kDa. Si distingue tre parti: 
? La porzione extracellulare o “Hyaluronan Binding Domain” costituita da 
248 amminoacidi; 
? La porzione di membrana costituita da 21 amminoacidi; 
? La porzione citoplasmatica costituita da 72 amminoacidi. 
Espressione cellulare 
La forma standard del CD44, predominante tra le molte isoforme identificate, è 
espressa sulla superficie della maggior parte delle popolazioni cellulari. Infatti 
pochissime sono le popolazioni cellulari che risultano essere CD44-: 
? Piastrine 
? Epatociti 
? Alcune linee cellulari linfoidi 
? Muscolo cardiaco 
? Alcune cellule epiteliali 
 
1.6.4 CD45 
 
Il CD45 è una proteina tirosin fosfatasi (PTP); è originariamente chiamata 
antigene leucocitario comune (Tonks e coll., 1988). 
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Funzione 
Il CD45 risulta essere il recettore essenziale per l’attivazione dei linficiti T e B 
(Pingel e coll., 1989); in particolare questa proteina agisce nella regolazione delle 
chinasi richieste dalle cellule T e B per la trasduzione del segnale. 
Struttura molecolare 
La proteina è costituita da una lunga singola catena organizzata in tre porzioni: 
? Porzione extracellulare costituita da 300-500 aminoacidi; 
? Porzione di membrana costituta da 1120-1281 aminoacidi; 
? Porzione citoplasmatica costituita da 700 aminoacidi. 
La famiglia dei CD45 consta di molte isoforme, tutte prodotte da un singolo gene 
complesso. Questo gene contiene 34 esoni che generano otto differenti mRNA e 
di conseguenza otto proteine diverse. Le isoformi si diversificano per il loro peso 
molecolare che varia da 180 kDa a 210 kDa. 
Espressione cellulare  
Il CD45 è espresso su tutte le cellule ematopoietiche. Viene espresso con alta 
densità su linfociti, infatti tale antigene si trova sul 10% della superficie cellulare. 
Tale espressione è invece inferiore per quanto riguarda gli alri leucociti. Le 
isoforme del CD45 sono espresse su diversi tipi cellulari: 
? La isoforme B220 si esprime maggiormente su linfociti B; 
? La isoforme CD45RA è espressa su linfociti T; 
? La isoforme CD45RO è espressa su linfociti T attivati. 
Il pattern delle isoforme può cambiare in risposta ad alcune citochine e quindi 
l’espressione del CD45 su una data popolazione cellulare non è assoluta, ma 
soggetta a variazioni. 
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1.6.5 CD90 
 
Il CD90 è una proteina glicofosfatidilinositol (GPI). Può essere usato come un 
marker per molte cellule staminali e per l’assone di neuroni maturi.  
Funzione 
Il CD90 ha molte funzioni, infatti esso interagisce nella regolazione della crescita 
dell’assone, nell’attivazione dei linfociti T (Dales e coll., 1993), nei processi di 
apoptosi e necrosi, nella soppressione tumorale (Abeysinghe e coll., 2003), nella 
adesione  e migrazione cellulare (Taya e coll., 2000). 
Struttura molecolare 
Il CD90 è costituito da una unica catena proteica. 
Espressione cellulare 
Il CD90 è espresso su cellule staminali emopoietiche e su neuroni; una elevata 
espressione è presente nei tessuti connettivi e nelle linee cellulari stromali e 
fibroblastiche. E’ espresso su tutti i timociti.  
 
1.6.6 MHC 
 
L’ MHC o “complesso maggiore di istocompatibilità” è un gruppo di geni, 
localizzati in un’ampia regione di un singolo cromosoma. Tali geni codificano per 
antigeni di superficie cellulare, detti “antigeni di istocompatibiltà”. Essi sono 
strutture di superficie che funzionano nelle cellule come elementi di 
riconoscimento; sebbene essi siano distribuiti in maniera non uniforme 
nell’organismo, sono caratteristici dell’individuo, piuttosto che di particolari 
organi o tipi di cellule. 
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Si riconoscono tre classi principali di geni: MHC di classe I, MHC di classe II e 
MHC di classe III. 
? MHC di classe I codifica per gli antigeni di istocompatibilità responsabili 
del rigetto dei trapianti e della distruzione delle cellule autologhe alterate; 
in questo caso si osserva una restrizione del riconoscimento antigenico da 
parte dei linfociti T, cioè il riconoscimento antigenico avviene solo tra due 
cellule che veicolano molecole di istocompatibilità identiche. 
? MHC di classe II codifica per le molecole di superficie che intervengono 
invece nella cooperazione tra linfociti B, T, macrofagi. 
? MHC di classe III codifica per alcune frazioni del sistema del 
complemento. 
Per quanto concerne questo studio, l’interesse maggiore verte sulla struttura degli 
antigeni di istocompatibilità di classe I e II. 
? Struttura degli antigeni di istocompatinilità di classe I.  
Le molecole della classe I sono ubiquitarie nei tessuti somatici. La loro 
distribuzione è differente. Nelle cellule muscolari, nei fibroblasti e nelle 
cellule del sistema nervoso sono presenti in piccole quantità e sono assenti nei 
globuli rossi della maggior parte dei mammiferi; al contrario, nelle cellule del 
sistema immunitario (linfociti B, T, macrofagi) sono presenti in 
concentrazioni elevate. La struttura di questi antigeni è caratterizzata da una 
molecola glicoproteica trasmembrana, denominata α, di peso molecolare 
44.000 Da, associata non covalentemente a una molecola di β-microglobulina, 
di peso molecolare 12.000 Da. La catena  α che attraversa la membrana 
cellulare e penetra nel citoplasma viene suddivisa in tre domini chiamati α1, α2 
,α3. Il dominio α1 è caratterizzato dalla presenza di residui carbossilici e quelli 
α2 e α3 dal fatto che un ponte disolfuro condiziona la formazione di un’ansa 
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che ricorda quella delle immunoglobuline. Il polimorfismo antigenico risiede 
nei domini α1 e α2 , mentre quello α3 è la parte costante. Attualmente sono 
disponibili anticorpi monoclonali per il riconoscimento di questi antigeni. 
? Struttura degli antigeni di istocompatinilità di classe II.  
Le molecole di classe II hanno una distribuzione piuttosto limitata nei tessuti 
dell’organismo, e sono presenti soprattutto sulle cellule del sistema 
linforeticolare. Sono state identificate sui linfociti B, T, sui macrofagi, sulle 
cellule dendritiche e su alcune cellule dell’epidermide (cellule di Langerhans). 
La struttura di questi antigeni è caratterizzata da due catene glicoproteiche, 
una di peso molecolare 34.000 Da, detta α, e una più piccola, di peso 
moleocolare 29.000 Da, detta β. Le due catene sono legate non 
covalentemente, ma sono entrambe ancorate alla membrana cellulare. Le 
catene α e β sono variabili, nei diversi individui, a livello della loro estremità 
che costituisce il solco per il legame con l’epitopo antigenico. Gli antigeni di 
classe II sono detti “definibili mediante linfociti” in quanto le tecniche usate 
per tipizzarli richiedono l’impiego di linfociti provenienti da altri individui. 
Attualmente sono disponibili anticorpi monoclonali per tale riconoscimento 
(Poli, Cocilovo, 2002). 
 
1.7   Il citoscheletro delle MSCs 
 
Le cellule staminali mesenchimali esprimono diverse proteine che partecipano 
all’organizzazione del citoscheletro, tipiche di diverse linee cellulari mature (le 
cellule muscolari lisce, le cellule del muscolo striato , le cellule endoteliali, le 
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cellule epiteliali, i fibroblasti), evidenziando così la loro pluripotenzialità 
differenziativa.  
L’importanza del citoscheletro nella differenziazione delle MSCs è legata alle sue 
proprietà meccaniche, di organizzazione e di elasticità (Settleman, 2004; Meyers, 
e coll. 2005; Mc-Beath e coll., 2004) 
Le MSCs di midollo osseo presentano un citoscheletro contrattile, esprimendo 
filamenti sottili actinici (Ball e coll., 2004; Kinner e coll., 2002) tipici anche delle 
cellule muscolari lisce, dei miofibroblasti e dei periciti (Chapponnier e Gabbiani, 
2004; Owens e coll., 1995), e filamenti di smootelina-B (Ball e coll., 2004) 
prodotta anche dalle cellule muscolari lisce ma non dai miofibroblasti (Van der 
Loop e coll. 1996). 
Le molecole che determinano l’elasticità del citoscheletro delle MSCs del midollo 
osseo sono rappresentate da desmina e vimentina che costituiscono i filamenti 
intermedi (Yoon e coll., 2003; Becker e coll, 2006). La citocheratina, altro 
costituente dei filamenti intermedi, è risultata positiva in alcuni studi effettuati su 
cellule staminali mesenchimali isolate dal liquido amniotico, come riferisce Fauza 
(2003). 
Oltre a provvedere alla stabilità cellulare, il citoscheletro gioca un’importante 
ruolo nel regolare i processi intracellulari e l’espressione proteica in risposta ai 
cambiamenti biochimici ambientali (Mc-Beath e coll., 2004; Tzima, 2006; Knight 
e coll., 2006.; Wang e coll., 2003).    
Durante la fase di differenziamento si assiste a un cambiamento del citoscheletro 
cellulare come ha evidenziato di Rodriguez (2004) dimostrando che 
l’organizzazione dei filamenti sottili e microtubuli cambiava quando le MSCs 
umane si differenziavano verso la linea osteogenica. Infatti, l’actina, nelle MSCs 
indifferenziate era organizzata in un gran numero di filamenti sottili, paralleli che 
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attraversavano tutto il citoplasma, mentre nelle cellule osteogeniche erano presenti 
pochi filamenti actinici spessi e localizzati nel citoplasma periferico.  
Come si evince dalla bibliografia citata, gli studi si riferiscono a MSCs isolate 
dall’uomo e da alcune specie animali, ma non dal coniglio.  
Le molecole scelte sono: α-smooth actina, desmina, vimentina e citocheratina. 
 
1.7.1. Filamenti sottili del citoscheletro 
 
L’actina è la subunità dei microfilamenti del citoscheletro. Essa rappresenta circa 
il 15 % delle proteine totali delle cellule non muscolari. Solo metà è presente sotto 
forma filamentosa (F-actina), mentre l’altra metà è allo stato globulare (G-actina). 
Tali filamenti misurano 6 nm di spessore e possiedono una estremità a crescita 
veloce, detta “terminazione più”, ed una estremità a crescita più lenta, detta 
“terminazione meno”. Si conoscono tre tipi di actina: 
? α-actina 
? β-actina 
? γ-actina 
La sua struttura di base rimane sempre la stessa sebbene l’actina partecipi alla 
formazione di vari prolungamenti cellulari e nell’assemblaggio di strutture 
complesse coinvolte nel movimento. 
 
1.7.2. Filamenti intermedi del citoscheletro 
 
I filamenti intermedi hanno un diametro di 8-10 nm. Tali filamenti sono simili a 
cordoni e sono costituiti da tetrameri di proteine a forma di bacchetta che si 
uniscono in fasci compatti ad andamento elicoidale. I filamenti intermedi e le 
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proteine ad essi associate contribuiscono alla formazione ed al mantenimento 
dell’impalcatura tridimensionale della cellula, mantengono la posizione del 
nucleo, stabiliscono una connessione tra la membrana cellulare ed il citoscheletro. 
Tra i fialmenti intermedi si trovano: vimentina, desmina, citocheratina. 
? Vimentina: peso molecolare 54.000 Da. Si trova nelle cellule embrionali di 
origine mesenchimale: fibroblasti, leucociti, cellule endoteliali. La sua 
funzione è di circondare l’involucro nucleare, in particolare è associata alla 
componente citoplasmatica del complesso del poro nucleare. 
? Desmina: peso molecolare 53.000 Da. Si trova in tutti i tipi di cellule 
muscolari. La sua funzione è di associarsi alle miofibrille del muscolo 
striato e di attaccarsi alle regioni citoplasmatiche dense del muscolo liscio. 
? Citocheratina: peso molecolare 40.000-70.000 Da. Si trova nelle cellule 
epiteliali. La sua funzione è di favorire l’assemblaggio cellulare e fornire 
resistenza al citoscheletro; partecipa inoltre alla formazione dei 
desmosomi e degli emidesmosomi. 
 
1.8 Scelta del coniglio come modello sperimentale per questo 
studio 
 
Tra gli animali di laboratorio i roditori sono i vertebrati più comunemente usati e 
fra questi la specie più usata è il topo domestico (Mus musculus).  
I roditori rappresentano un’eccellente modello animale in quanto vertebrati a più 
basso sviluppo neurologico rispetto ad altri mammiferi e con un elevato tasso di 
fertilità ed una facile manipolazione.  
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La scelta del coniglio come modello animale è stata fatta essenzialmente sulla 
base delle sue caratteristiche anatomiche, fisiologiche e comportamentali richieste 
dalle esigenze sperimentali di questa ricerca. 
Il coniglio è stato inoltre utilizzato in molti lavori come modello per lo studio di 
patologie dell’uomo quali malattie cardiovascolari (Wang e coll., 2005; Zang e 
coll., 2005), ipertensione e arterosclerosi (Libbye coll., 2001), per lo sviluppo di 
nuovi vaccini (Pitt e coll., 2001) e nel campo dell’ingegneria tissutale tendinea 
(Juncosa-Melvin e coll., 2006), cartilaginea (Shao e coll., 2006), ossea (Wang e 
coll., 2006), cutanea (Sandulache e coll., 2003) e della guarigione di ferite (Ye e 
coll., 2006). In letteratura sono presenti molti lavori sull’isolamento delle MSC da 
midollo osseo di coniglio, ma  pochi hanno approfondito lo studio dei fattori che 
influenzano l’espansione cellulare e le loro proprietà biologiche. 
 
1.9 Scopo della tesi 
 
Questo studio è stato eseguito per la messa a punto di un protocollo ottimale per la 
coltura delle cellule staminali mesenchimali di coniglio, in modo da ottimizzare 
l’espansione cellulare, e al fine ottenere un’ utile e ragionevole applicazione delle 
MSC, isolate da midollo osseo, nel campo dell’ingegneria tissutale o della terapia 
cellulare. 
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2. Materiali e metodi 
 
2.1    Animali utilizzati 
 
Sono stati utilizzati 5 conigli  di 1 anno di età, di sesso femminile, di razza New 
Zealand e del peso di 5 Kg proveniente dalla Ditta Morini (Reggio Emilia) (In 
Allegato: PROGETTO DI RICERCA SPERIMENTALE ANIMALE 
(richiesta  ai sensi  del D.Lgs.vo 116/92). I soggetti sono stati  mantenuti in 
condizioni standard per una settimana nello stabulario prima dell’esperimento per 
favorire l’acclimatamento.  L’alimentazione e l’acqua sono state messe a 
disposizione ad libitum. 
 
2.2    Prelievo del midollo osseo 
 
Per il prelievo di midollo osseo da femore e da omero, è stata effettuata una 
sedazione con Diazepam 0,5% in dose 2,5 mg/kg i.m. e anestesia generale, in 
condizioni asettiche,  mediante somministrazione di ketamina 30 mg/kg i.m.. 
Prima della raccolta è stato preparato un flacone di soluzione eparinata contenente 
200 U/ml di eparina. Tale soluzione viene inserita nella siringa prima del prelievo 
di midollo per evitare la coagulazione. Per la raccolta di sangue midollare è stato 
utilizzato una ago 16g mediante il quale sono stati effettuati prelievi minori di 2-3 
ml  ridirezionando l’ago senza effettuare nuovi accessi percutanei per limitare il 
rischio di contaminazione. Sono state prelevate aliquote non inferiori a 3 ml per 
permettere di eseguire il protocollo di espansione. Successivamente  le aliquote 
sono state raccolte in provette sterili vacutainer preconfezionate in buste sterili. I 
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prelievi refrigerati a 4°C sono stati portati in borsa termica presso il laboratorio di 
Biologia Cellulare della U.O. Immunoematologia 2 – AOUP entro 24 ore.  
 
2.3    Estrazione delle MSCs di coniglio 
 
Al sangue midollare è stata aggiunta una soluzione di cloruro di ammonio allo 
0,8%  in EDTA 10 µM  in rapporto di 1:7, per indurre l’emolisi. La sospensione di 
cellule nucleate rimanenti è stata centrifugata a 500 g per 10 minuti. Il surnatante 
è stato scartato e il pellet è stato risospeso nel medium Dulbecco modificato Eagle 
(DMEM) aggiungendo il 10% di siero fetale di vitello (FCS), 10 U/ml penicillina 
G, 10 µg/ml streptomicina, 2 mM L-glutamina. 
 
2.4    Isolamento delle MSCs di coniglio 
 
Le cellule nucleate sono state contate con un emocitometro (Camera di Burker) 
mediante colorazione con Trypan blue 0,4%. Dopo centrifugazione  sono state 
sospese nel medium Alpha modified Minimum Essential (α-MEM) con 20% di 
FCS, 100 U/ml di penicillina, 100 µg/ml di streptomicina, 2 mM L-glutamina (α-
MEM addizionato). Le cellule sono state seminate a una densità di 105 cellule/cm2 
in fiasche da 25 cm2. Dopo 24 ore le cellule non aderenti sono state rimosse 
attraverso lavaggio con PBS ed è stato aggiunto mezzo fresco due volte a 
settimana per circa 12 giorni fino a quando le cellule aderenti   raggiungevano una 
confluenza del 90% (passaggio 0, P0). 
A P0 le unità formanti colonie fibroblastoidi (CFU-F) sono state contate 
attraverso l’esame visivo di tutte le fiasche  per valutare il numero di MSC nella 
coltura primaria. La frequenza delle MSC nel midollo osseo di coniglio è stata 
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calcolata dividendo il numero di CFU-F nella coltura primaria con il numero 
totale di cellule nucleate seminate all’inizio di P0. 
Le cellule sono state raccolte per ulteriori espansioni; in seguito sono state 
seminate a una densità di 5000 cellule/cm2 , ed una volta  raggiunta la confluenza, 
sono state staccate e riseminate con il medesimo protocollo. Alla fine di ogni 
passaggio le cellule sono state contante con emocitometro.  
 
2.5    Raccolta delle cellule aderenti e conta cellulare 
 
 La raccolta delle cellule aderenti è stata effettuata utilizzando Tripsina, un enzima 
proteolitico che distrugge le connessioni proteiche sia fra le cellule che tra queste 
e la superficie a cui sono adese. La Tripsina è stata usata in combinazione con 
EDTA, chelante del calcio richiesto da alcune molecole di adesione che facilitano 
le interazioni cellula-cellula e cellula-matrice. E’ stata utilizzata una soluzione con 
0,25% di Tripsina e 0,02% di EDTA in tampone fosfato. Dopo trattamento 
enzimatico,  il terreno dalla fiasca è stato aspirato e si sono effettuati 3 lavaggi con 
PBS. Al terreno è stato aggiunto la soluzione di Tripsina/EDTA e le cellule sono 
state lasciate in incubazione a 37°C per 2-5 minuti. L’avvenuto distacco è stato 
accertato tramite microscopio e l’interruzione dell’azione proteolitca  è stata 
effettuata con l’aggiunta di terreno completo di siero. La sospensione è stata 
raccolta e centrifugata per ottenere il pellet che è stato successivamente risospeso 
in un volume noto di terreno. 
Per effettuare la conta cellulare è stata presa un’aliquota (15µl) della sospensione 
cellulare, miscelata 1:1 con il colorante vitale Trypan Blue (Merck) che colora di 
blu intenso le cellule vive e di blu scuro le cellule morte. 
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La conta delle cellule consiste nella media di tre conteggi per ogni campione. La 
quantità di cellule/ml è calcolata raddoppiando la media e moltiplicandola per 104. 
CONTA: media x 2 x 10000 
 
2.6    Parametri utilizzati per valutare la cinetica cellulare 
 
I parametri utilizzati per valutare la cinetica delle rMSCs sono stati: il Cell 
Doubling, il Cumulative Cell Doubling, il Doubling Time. 
Il cell doubling (CD) è stato calcolato con la formula: 
 
? (logNh – logN0) / log2 
 
dove Nh è il numero di cellule ottenute alla fine del passaggio e N0 è il numero 
iniziale di cellule seminate.  
Il CD al passaggio 0 è stato calcolato mediante la comparazione tra il numero di 
rMSCs al termine del passaggio 0 e il numero stimato delle rMSCs all’inizio della 
coltura primaria calcolato dalle CFU-F. 
Cumulative Cell Doublings (CCD) è stato calcolato sommando i CD di ciascun 
passaggio da P0 a P5.  
Il Doubling Time (DT) è stato calcolato con la  formula: 
 
? DT = CT/CD 
 
Dove CT è il tempo tra la semina e la raccolta delle cellule e  CD è il valore di cell 
doubling. 
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2.7    Parametri utilizzati per analizzare il potenziale clonogenico e 
la proliferazione cellulare. 
  
Le cellule sono state seminate a tre diverse densità in piastre da  12 pozzetti 
rispettivamente a: 
? 10 cellule/cm2 
? 100 cellule/cm2 
? 1000 cellule/cm2 
Una volta che le cellule hanno aderito alla piastra, sono state staccate con tripsina 
e contate con emocitometro con l’ausilio della colorazione Trypan Blue 0,4% ogni 
giorno, utilizzando per ogni densità un pozzetto di ciascuna piastra. 
Per il test  delle CFU-F, le rMSCs sono state seminate  a tre densità diverse (10, 
100 e 1000 cellule/cm2) in piastre da 6 pozzetti, mantenute a 37°C in un ambiente 
umido e CO2 al 5%. Le colonie sono state contate in ogni pozzetto al 7° e al 10° 
giorno: le cellule sono state colorate con Crystal Violet 5% in metanolo a 
temperatura ambiente per 10 minuti, lavate con PBS 2 volte e contate al 
microscopio invertito. 
 
2.8    Citofluorimetria 
 
La citofluorimetria, è una metodica che consente di separare sottopopolazioni di 
cellule in base alle loro caratteristiche morfologiche quali: diametro, volume, 
rapporto nucleo/citoplasma e granulosità interna, e in base alla presenza di 
marcatori fluorescenti sulla superficie o nel citoplasma delle cellule. La 
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citoflurimetria permette di delineare il profilo fenotipico delle diverse popolazioni 
di cellule, in quanto a ciascuno stadio differenziativo, corrisponde l’espressione di 
determinati antigeni. Nel sistema FACS (Fluorescente Activated Cell Sorting) si 
misura la fluorescenza emessa da cellule individualmente marcate all’interno di 
una popolazione mista. Si considera il Forward Scatter o Scatter lineare (FSC), se 
il fascio di luce emesso è in funzione del diametro della cellula e se è 
prevalentemente determinato dalla rifrazione; si considera invece il Side Scatter 
(SSC), se il fascio di luce emesso è in funzione del diametro della cellula, della 
granulosità del citoplasma e del rapporto nucleo/citoplasma e se è 
prevalentemente determinato dalla riflessione e dalla rifrazione. La combinazione 
dei due tipi di segnali dà origine ad un particolare diagramma di dispersione 
denominato “citogramma”, nel quale è possibile risolvere le popolazioni cellulari 
in base alla loro complessità nucleare.  
Il citofluorimetro è costituito da alcune parti importanti che possono essere così 
schematizzate: 
• Sistema fluidico 
• Sistema di eccitazione 
• Sistema di rivelazione 
• Conversione e elaborazione digitale del segnale 
La sospensione cellulare viene convogliata da un sistema fluidico all’interno della 
camera di flusso, per mezzo di un gas attraverso un insieme di pompe a pressione, 
nella quale viene diluita in modo da far passare un’ unica cellula alla volta davanti 
al sensore. Per evitare la formazione di turbolenze viene iniettato all’interno una 
soluzione detta Sheat Fluid che circonda le cellule e le convoglia nella giusta 
direzione. La velocità del flusso cellulare può essere aumentata o diminuita 
dall’operatore.  
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Le cellule arrivano fino al punto di valutazione dove intercettano un fascio 
luminoso focalizzato proveniente da una fonte luminosa. In base alle 
modificazioni subite dal raggio luminoso e eventualmente grazie ad un 
fluorocromo legato tramite anticorpi specifici agli antigeni di membrana o 
citoplasmatici, le popolazioni cellulari presenti nel campione potranno essere 
caratterizzate. Infatti il fascio luminoso che colpisce la cellula subisce una 
deviazione in varie direzioni ed il segnale viene registrato da una fotocellula  
opportunamente posizionata, in particolare il FSC, che registra la deviazione della 
luce in avanti, e il SSC, il quale misura il segnale deviato a 90° rispetto al flusso 
cellulare.  
I fluorocromi sono di solito legati ad anticorpi con determinata specificità. La 
fluorescenza è la proprietà di alcune molecole di assorbire una radiazione 
luminosa ad una determinata lunghezza d’onda e di emettere un’altra radiazione 
luminosa ad una lunghezza d’onda superiore. I fluorocromi devono essere il più 
possibile compatibili con lo strumento ed il legame con la molecola deve essere 
più possibile specifico.  
I fluorocromi più utilizzati sono: 
•  fluoresceina 
• ficoeritrina 
• Texas Red 
• Ioduro Propidio 
• Etidio Bromuro 
Per un possibile uso in contemporanea, gli spettri di emissione di diversi 
fluorocromi devono essere il più possibile separati. 
 I segnali provenienti dai sensori sono impulsi analogici, proporzionali in maniera 
continua alle dimensioni del parametro misurato. Questo impulso è mandato ad un 
 
 
 40
circuito elettrico chiamato ADC (convertitore analogico digitale) che converte 
l’altezza del picco in un segnale digitale trasformato dal computer. Ogni singolo 
valore di qualunque parametro, una volta amplificato diventa un “quanto 
citometrico” e prende il nome di evento. Tutti gli eventi sono incanalati nei canali 
dove sono distribuiti i segnali entro lo strumento. I segnali digitali si accumulano 
in base al loro valore nei rispettivi canali, creando un diagramma di distribuzione 
di frequenza che è rappresentato da un istogramma. La correlazione dei due 
parametri valutati è rappresentata da un diagramma a punti (dot plot) in cui ogni 
punto è la rappresentazione di un evento diverso.  
Per questo studio, i dati sono stati acquisiti con un citofluorimetro a flusso 
FACScan (Becton Dickinson) fornito di laser ad argon con lunghezza d’onda di 
488nm, con potenza di emissione di 15mW con i canali settati per l’acquisizione 
in scala logaritmica. 
La citofluorimetria è risultata utile per identificare gli epitopi espressi dalle MSC. 
Le cellule a P3 sono state staccate, centrifugate e risospese in PBS a una densità di 
1x106  cellule/ml e sono state  incubate con anticorpi  monoclonali specifici per 
molecole di superficie di coniglio nei confronti di:  
? MHCI (Serotec, Oxford, UK) 
? MHCII (Serotec, Oxford, UK) 
Oltre a questi immunoreagenti specifici per coniglio, sono stati utilizzati altri 5 
mAbs  specifici per l’uomo con una reattività interspecie crociata, diretti verso:  
? CD14 (Serotec, Oxford, UK) 
? CD44  (Chemicon, Temecula, CA, U.S.A.) 
? CD45 (Serotec, Oxford, UK) 
? CD90 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, U.S.A.) 
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La reazione crociata specifica verso il coniglio per tutti questi mAbs era stata già 
segnalata dal protocollo della ditta produttrice. E’ stato utilizzato come 
fluorocromo l’isotiocianato di fluresceina  (FITC) legato ad anticorpi secondari di 
capra anti-IgG di topo. Per ogni campione sono stati raccolti un minimo di 10.000 
eventi. 
 
2.9   Immunoistochimica 
 
L’immunoistochimica permette la localizzazione di molecole specifiche  nelle 
cellule con l’impiego di reazioni antigene-anticorpo. 
Le metodiche di immunoistochimica sono utilizzate per lo studio di antigeni 
cellulari e tissutali e tali antigeni sono individuati grazie alla specificità della 
reazione antigene-anticorpo. 
In questo studio, per la procedura di immunoistochimica, le cellule sono state 
seminate in chamber slide da 4 pozzetti e mantenute in coltura per 4 giorni.  
Successivamente sono state fissate in formalina tamponata al 10% per 5 minuti, 
rese permeabili con metanolo 100% per 2 minuti a temperatura ambiente e lavate 
tre volte con PBS/FCS 2% per 60 minuti; successivamente sono state incubate per 
ulteriori 60 minuti con  i seguenti anticorpi anti: 
? β1-integrina (Chemicon, Temecula, CA, U.S.A.) 
? vimentina (Novocastra Laboratories, Newcastle, UK) 
? desmina (Shandon, Pittsburgh, PA, U.S.A.) 
? citocheratina (DAKO Cytomation, CA, U.S.A.) 
? α-smooth-actina (NeoMarkers, Fremont, CA, U.S.A.) 
I vetrini successivamente sono stati incubati con anticorpo secondario  biotinilato 
di cavallo anti-topo o capra (Vectastain, Vector Laboratories Inc., Burlingame, 
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CA, U.S.A.) per 10 minuti a temperatura ambiente e con il complesso 
streptavidina-perossidasi diluito a 1:250 in PBS per 10 minuti a temperatura 
ambiente. Per ogni passaggio nel protocollo di colorazione le sezioni sono state 
lavate tre volte con PBS. NovaRED (ditta produttrice) è stato usato come sistema 
di rilevazione cromogeno; la reazione enziamatica è stata monitorata e verificata 
al microscopio. i vetrini sono stati infine montate con Vectamount. 
 
2.10    Analisi statistica 
 
I valori sono stati riportati come media e relativa deviazione standard (+/- DS). 
Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando GraphPad Prism 4. Il 
DT, le CFU-F e l’incremento cellulare per ogni passaggio è stato comparato 
usando l’ ANOVA. La correlazione tra CFU-F a P0 e CCD è stata determinata 
tramite test di regressione. 
 
2.11    Differenziamento 
 
Lo studio prevedeva di analizzare il possibile  differenziamento delle rMSCs in tre 
linee cellulari diverse: osteogenica, adipogenica, condrogenica. 
Tre indipendenti esperimenti sono stati condotti con MSCs di coniglio prese dal 
passaggio 1 (P1) fino a passaggio 3 (P3). Le cellule sono state seminate alla 
densità di 5000 cellule/cm2 in chambers slide da 4 pozzetti  e incubate in α-MEM 
addizionato in modo da permettere l’adesione delle cellule ed il loro adattamento, 
successivamente sono stati aggiunti i vari mezzi di differenziamento.  
1. Per la differenziazione osteogenica, le colture cellulari sono state incubate 
in α-MEM addizionato con 20% di FCS, 100 U/ml penicillina, 100 µg/ml 
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streptomicina, 2 mM L-glutamina, 20 mM β-glicerolo fosfato, 100 nM 
desametasone e 250 µM ascorbato 2-fosfato. Il mezzo è stato cambiato 
due volte a settimana per tre settimane. 
2.  Per la differenziazione adipogenica, le colture cellulari sono state 
incubate con α-MEM addizionato con   20% FCS, 100 U/ml penicillina, 
100 µg/ml streptomicina, 12 mM L-glutamina, 5  µg/ml insulina, 50 µM 
indometacina, 1x10-6 M desametasone e 0,5 µM 3-isobutil-1-metilxantina. 
Il  mezzo è stato cambiato due volte la settimana per tre settimane.  
3. Per la differenziazione condrogenica, le colture sono state incubate per 3 
settimane in un mezzo  condrogenico specifico.  
 
2.12   Colorazioni 
 
L’avvenuta differenziazione cellulare è stata valutata utilizzando opportune 
colorazioni. 
 
La differenziazione osteoblastica è stata valutata con la colorazione  Alizarin Red 
S e Von Kossa. L’Alizarina  determina la formazione di lacche calciche insolubili 
ed intensamente colorate, permettendo di mettere in evidenzia la matrice ossea. 
Alizarin Red S: 
Il monostrato di cellule è stato lavato con PBS e fissato con formalina al 10% per 
15 minuti. Dopo lavaggio con PBS, il monostrato è stato coperto con la soluzione 
di Alizarina, corrispondente a 2g di Alizarin Red S in 90 ml di acqua. La 
soluzione dopo 5 minuti è stata rimossa con lavaggi di acqua deionizzata; in 
seguito le cellule sono state colorate con ematossilina. Il colorante è stato rimosso 
dopo 1 minuto con acqua corrente. La matrice ossea si  colora in rosso. 
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La deposizione di calcio è stata evidenziata con la colorazione  Von Kossa:  è una 
reazione di conversione che rivela il metallo pesante utilizzato (AgNO3) legato 
all’anione al quale è legato il calcio da rilevare.  
 Von Kossa: 
Il monostrato di cellule è stato lavato con PBS e fissato con formalina 10% per 15 
minuti. Rimossa la formalina, il monostrato è stato ricoperto con Nitrato 
d’Argento ed esposto alla luce solare; dopo 15 minuti è stato rimosso con PBS e 
aggiunto Tiosolfato di Sodio (1g di Tiosolfato di Sodio in 90 ml di acqua 
deionizzata) per 5 minuti. Rimossa la soluzione con acqua deionizzata, le cellule 
sono state colorate con Safranina 1% per 30 secondi. I depositi di calcio si 
colorano in nero ed i nuclei sono di colore rosso. 
 
La differenziazione in senso condrogenico è stata valutata mediante colorazione  
Alcian Blue che forma ponti salini tra i polianioni dei mucopolisaccaridi acidi. 
 Alcian Blu: 
 Il monostrato cellulare è stato lavato con PBS, fissato con alcol per 6 minuti e 
lavato con PBS. Le cellule sono state coperte con la soluzione di Alcina Blu (1g di 
Alcian Blu, 97 ml di acqua distillata, 3 ml di acido acetico, cristalli di Timolo). E’ 
stato lavato con acqua corrente e poi con acqua distillata. Il monostrato è stato 
coperto con rosso neutro per 1 minuto e lavato con acqua deionizzata.  
I glicosaminoglicani si colorano in blu. 
 
La differenziazione in senso adipocitario è stata evidenziata  con colorazione Oil 
Red O che mette in evidenza i lipidi solubilizzati dal solvente presente nella 
soluzione colorante.  
 
 
 45
 Oil Red O: 
Il monostrato di cellule è stato lavato con PBS, fissato con formalina 10% e 
rimossa con PBS e successivamente con acqua distillata. Rimossa l’acqua 
distillata, le cellule sono state lavate con Isopropanolo 60% per 5 minuti. Il 
monostrato è stato coperto con la soluzione di lavoro dell’Oil red O (6:4 Oil red e 
acqua distillata). I depositi di grasso risultano di colore rosso.  
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3. Risultati 
 
3.1    Isolamento delle rMSCs  
 
Il numero medio di cellule nucleate totali  raccolte è stato di 2.6 ± 1.1 x 107 (n = 
5). 
Il numero di rMSCs ottenuto alla fine di P0 è stato di 11.2 ± 4.9 x 105 (n = 5), ed 
il  Cell Doublings, corrispondente è stato di 12.7. La confluenza cellulare ha 
raggiunto il 90% in circa 12 giorni. 
Il numero di CFU, calcolato al passaggio 0, è stato di 170 ± 72 (n=5) in 2.6 ± 1.1 
x 107 cellule nucleate seminate; si è riscontrata una correlazione positiva tra il 
numero di cellule ottenute da ciascun midollo estratto e il numero di CFU ottenute 
a P0 (r = 0.89; p< 0.01). 
 
3.2 Espansione delle rMSCs 
 
Le cellule sono state espanse fino alla senescenza che è sopraggiunta al passaggio 
5 (P5). 
Il Cumulative Cell Doubling è stato di 22.1 ± 1.69 e tale dato è correlato 
positivamente  con il numero di CFU a P0 ( r = 0.76  p < 0.01). 
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3.3 Analisi morfologica delle rMSCs 
 
Singole cellule affusolate sono comparse dopo 2-4 giorni durante la coltura 
primaria; dopo 3-5 giorni sono comparse le colonie. 
Nei passaggi successivi, sono comparse piccole colonie formate da ampie cellule 
poligonali aggregate (fig1). Questa tipologia di cellule era prevalente nell’ultimo 
passaggio. 
 
 
Fig.1: Morfologia delle rMSCs. (colorazione cristal violetto) Sono presenti due 
tipologie morfologiche di cellule: cellule poligonali e cellule affusolate. 
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3.4 Analisi del differenziamento delle rMSCs 
 
Con la crescita cellulare in appropriate condizioni, le rMSCs si sono differenziate 
in senso condrogenico, adipogenico e osteogenico come dimostrato dalla 
positività alle colorazioni con Oil Red O, Alizarin Red, Von Kossa e Alcian Blue. 
 Nel differenziamento adipogenico sono state osservate cellule rotondeggianti che 
presentavano nel citoplasma vescicole lipidiche positive alla colorazione con Oil 
Red O (fig.2); questi granuli apparivano dopo circa 2 giorni e diventavano molto 
più numerosi con il tempo.  
Nel differenziamento osteogenico  è stato osservato una rapida mineralizzazione e 
formazione di noduli ossei di colore rosso per la colorazione di Alazarin Red 
(fig.3) a partire dal quinto giorno, caratterizzati da un accumulo di cellule 
fibroblastoidi in stretto contatto l’una con l’altra.  
Le cellule ai margini dei noduli possiedono una morfologia fibroblastoide mentre 
quelle presenti all’interno sono poligonali.  
Le cellule colorate con Von Kossa hanno mostrato la positività a tale colorazione 
evidenziando quindi la presenza di sali di calcio colorati in nero ( fig.4)  
Nell’induzione condrogenica la presenza di mucopolisaccaridi acidi è stata 
rivelata dalla positività all’alcian blue (fig.5). 
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Fig. 2. Differenziamento delle rMSCs in senso adipocitario. Sono evidenti 
vacuoli colorati in rosso (Oil Red O) 
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Fig. 3. Differenziamento delle rMSCs in senso osteogenico. La matrice ricca in 
Calcio è colorata in rosso (Alizarin Red). 
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Fig. 4. Differenziamento delle rMSCs in senso osteogenico.  La matrice ricca in 
Calcio è nera ed i nuclei sono di colore rosso (Von Kossa). 
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Fig. 5. Differnziamento delle rMSCs in senso condrogenico. I 
glicosaminoglicani si colorano in blu (Alcian Blue). 
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3.5 Determinazione dell’influenza della densità di semina e del 
passaggio sul potenziale clonogenico e proliferazione cellulare 
 
Il Doubling Time a P3 è sempre risultato più basso rispetto a quello degli altri 
passaggi, P1 e P5 (p < 0.001) per tutte le densità; per ogni passaggio questo dato è 
stato significativamente influenzato dalla densità cellulare (Fig 6). Il valore di DT 
più elevato è stato ottenuto a P5 con densità di semina di 1000 cellule/cm2 , 
mentre quello più basso è stato a P3 con densità di semina di  10 cellule/cm2  .       
Il valore di crescita cellulare è stato messo in relazione con il numero di cellule 
seminate a ciascun passaggio  ed è stato visto che il P3 ha mostrato una netta 
differenza di crescita rispetto agli altri passaggi  (p < 0.001). (Fig.7) 
Il numero di CFU/103 cellule è stato inversamente proporzionale al numero di 
cellule seminate. In particolare a P3 è stato notato una significativa differenza per 
le tre densità stabilite (p < 0.01 10 cellule/cm2  e 100 cellule/cm2, p < 0.05 1000 
cellule/cm2 ), mentre a P1 una significativa differenza è stata osservata solo alla 
densità di semina di 10 cellule/cm2 . Il numero di CFU a P1 è risultato molto più 
elevato rispetto agli altri passaggi a densità di 1000 cellule/cm2 (p < 0.001 vs. P5 e 
p < 0.01 vs. P3), a densità di  100 cellule/cm2 ( p < 0.01 vs. P5 e p < 0.05 vs. P3) e 
a densità di  10 cellule/cm2 ( p < 0.01 vs. P5 e p < 0.05 vs. P3) (fig.8). 
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Fig. 6.  Gli effetti della densità di semina delle rMSC sul Doubling time.  
Il Doubling time delle rMSC in tre passaggi, dimostra un incremento di divisione 
cellulare a P3 ( p<0.001 P3 vs. P1 and vs. P5). La densità di semina influenza il 
doubling time (p<0.001 10cells/cm2 vs. 100cells/cm2  , 10cells/cm2 vs. 
1000cells/cm2 ,100cells/cm2  vs. 1000cells/cm2) ad eccezione del P1 (100cells/cm2  
vs. 1000cells/cm2 n.s.) 
* = differenze significative tra le densità di semina per ciascun passaggio 
§= differenze significative della densità cellulare a differenti passaggi. 
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Fig.7. Gli effetti della densità di semina delle rMSC sull’espansione cellulare. 
La densità di semina influenza l’espansione delle rMSC. La crescita cellulare è 
stata misurata dopo 9 giorni.  
* = differenze significative tra le densità di semina per ciascun passaggio 
§= differenze significative della densità cellulare a differenti passaggi. 
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Fig.8. Gli effetti della densità di seminadelle rMSC sulle CFU-F. 
 Le  rMSC sono state seminate con SCM, a10cellule/cm2, 100cellule/cm2, 
1000cellule/cm2 . Le colonie sono state contate in ogni well al giorno 7 e 10.  
* = differenze significative tra le densità di semina per ciascun passaggio 
§= differenze significative della densità cellulare a differenti passaggi. 
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3.6 Analisi degli epitopi delle rMSC 
 
Le analisi di immunoistochimica hanno confermato la positività a   
? α-smooth-actina (Fig.9A) 
?  Vimentina (Fig.9B) 
? β integrina (Fig. 9C) 
? Desmina 
e la negatività per  
? CD90 
? Citocheratina. 
Con l’analisi citofluorimetrica le rMSCs sono risultate positive per : 
• CD44 (Fig.11) 
e negative per: 
? CD14 (Fig.10) 
? CD45 (Fig.12) 
? CD90 (Fig.13) 
? MHC I  (Fig.14) 
? MHC II (Fig.15) 
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Fig.9. Immunoistochimica. A: α-smooth-actina, B: Vimentina, C: β-integrina. La 
positività  è data dalla colorazione rosso-marrone intracellulare che mette in 
evidenzia i filamenti di  α-smooth-actina (A), Vimentina (B), β-integrina (C). 
 
 
 
A: 
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Fig.10: Citogramma del CD14. Gli eventi del citogramma per il CD14 si trovano 
al di sotto della retta limite; il CD14 è risultato negativo. 
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Fig.11. Citogramma del CD44. Gli eventi del citogramma per il CD44 si trovano 
sopra la retta limite; il CD44 è risultato positivo. 
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Fig.12. Citogramma del CD45. Gli eventi del citogramma per il CD45 si trovano 
al di sotto della retta limite; il CD45 è risultato negativo. 
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Fig.13. Citogramma del CD90. Gli eventi del citogramma per il CD90 si trovano 
al di sotto della retta limite; il CD90 è risultato negativo. 
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Fig.14. Citogramma del MHC I. Gli eventi del citogramma per l’MCH I si 
trovano al di sotto della retta limite; l’MHC I è risultato negativo. 
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Fig.15. Citogramma del MHC II. Gli eventi del citogramma per l’MHC II si 
trovano al di sotto della retta limite; l’MHC II è risultato negativo. 
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4. Discussione e conclusioni 
 
L’isolamento e l’espansione delle rMSCs da midollo hanno fornito risultati 
soddisfacenti. 
In molti casi, il protocollo di isolamento delle rMSCs prevede  l’abbattimento del 
donatore (Owen e coll., 1987) e l’estrazione del midollo mediante un flushing 
della diafisi del femore. Quest’ultima tecnica, usata nel coniglio (Owen e coll., 
1987), nel ratto (Woodbury e coll., 2000) e nel gatto (Martin e coll., 2002), 
consente di estrarre un numero elevato di cellule.  
Nel lavoro di Peister e coll., 2004 l’estrazione del midollo di topo avviene, dopo 
abbattimento dell’animale, mediante centrifugazione delle ossa lunghe. Il 
vantaggio di questa metodica è che grazie alla centrifugazione è possibile estrarre 
il midollo da più ossa lunghe simultaneamente, in modo sterile e rapido. Di più 
recente pubblicazione sono i protocolli di estrazione del midollo mediante 
aspirazione, tecnica usata anche nell’uomo (Di Girolamo e coll., 1999; Pittenger e 
coll., 1999; Pittenger e coll., 2002). 
Per questioni etiche, al fine di garantire la sopravvivenza del donatore, il 
protocollo utilizzato in questo lavoro ha previsto l’aspirazione del midollo 
analogamente a quanto descritto nell’uomo. Nonostante l’aliquota di cellule sia 
stata limitata, al fine di garantire la sopravvivenza del coniglio, la quantità di 
cellule estratte è risultata sufficiente per le successive fasi. 
Indipendentemente dal protocollo di estrazione utilizzato e dal quatitativo di 
midollo osseo estratto, la percentuale di rMSCs isolata da midollo osseo è 
confermata dai risultati precedentemente pubblicati per l’uomo (Pittenger e coll., 
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1999), il gatto (Martin e coll., 2002), il topo  (Pittenger e coll., 2002), il ratto 
(Woodbury e coll., 2000) e il coniglio (Owen e coll., 1987). 
Come nell’uomo (Colter e coll., 2000) e nel ratto (Sekiya e coll., 2002), 
l’isolamento delle rMSCs per la rimozione delle cellule emopoietiche ed 
endoteliali dall’aliquota di midollo estratta è avvenuto in modo rapido e completo 
e dopo 24 ore tutte le cellule non aderenti sono state rimosse mediante lavaggio. 
Diversamente avviene nel topo dove la procedura è più lunga (Peister e coll., 
2004). 
La formazione delle CFU-F  ha dimostrato l’attività clonogenica delle rMSCs 
isolate, come già documentato in altri studi (Castro-Malaspina e coll., 1980; Owen 
e coll., 1987; Di Girolamo e coll.,1999).  
Lo studio di Castro-Malaspina ha dimostrato la capacità di auto-replicarsi delle 
cellule staminali fibroblastoidi e una correlazione positiva tra numero di CFU-F e 
il numero di cellule midollari. Questo dato è confermato anche nel presente studio 
e dimostra che per aver un  numero di MSCs sufficiente per l’espansione, occorre 
avere aliquote ottimali di midollo; è auspicabile che il raggiungimento di tale 
quantità sia compatibile con la sopravvivenza del donatore. Inoltre un basso 
numero di colonie ottenute dalla semina di un numero elevato di cellule midollari 
non significa un basso potere clonogenico delle MSCs, ma una predominanza di 
cellule emopoietiche nel campione. Infatti in caso di campioni con basso numero 
di CFU-F, secondo lo studio di Di Girolamo (1999), le cellule necessitano di molti 
cell doublings prima di raggiungere la confluenza, perché, partendo con un 
quantitativo basso di MSCs, la capacità di espansione è limitata e rallentata.   
Il potere clonogenico delle rMSCs tende a diminuire a partire dal secondo 
passaggio; il picco del numero di CFU-F si ha infatti al primo passaggio; questo 
dato è stato ottenuto anche da altri autori (Di Girolamo e coll, 1999). La riduzione 
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del potere clonogenico non è stata completamente spiegata, ma potrebbe 
collegarsi con la riduzione della staminalità della cellula e con la sua relativa 
graduale differenziazione. 
Nel presente studio è emersa una relazione positiva tra il numero di CFU-F a P0 e 
il valore di CD; questo dato conferma che l’analisi delle CFU-F è utile per 
prevedere l’adattamento cellulare già al primo passaggio, al fine di avere un buon 
grado di espansione. 
Per quanto riguarda il Doubling Time, valori decrescenti da P1 a P3 sono da 
interpretare come un aumento progressivo della velocità di divisione cellulare 
(Haynesworth e coll., 1992)  e ciò giustificherebbe  come  P3 è risultato essere il 
passaggio con la più alta crescita cellulare a tutte le densità di semina utilizzate. Il 
progressivo aumento della velocità di crescita cellulare da P1 a P3 è da 
considerarsi come un graduale adattamento al nuovo ambiente. 
In questo studio, la densità di semina è risultata essere un parametro molto 
importante per la crescita cellulare, in quanto essa influenza l’espansione 
cellulare, il numero di CFU-F e il Doubling Time.  
In tutti e tre i test, i risultati migliori sono stati ottenuti con la densità più bassa 
utilizzata cioè quella di 10 cellule/cm2 . 
 In letteratura lo stesso dato è stato riportato in lavori sull’uomo (Colter coll., 
2000), ratti (Woodbury e coll., 2000) e topi (Peister e coll., 2004). 
Il lavoro di Colter (2000) ha mostrato come il numero di MSCs cresceva 
significativamente se seminate a una densità estremamente bassa (1.5 o 3  
cellule/cm2 ). Nello studio di Peister l’espansione delle MSCs di topo era 
estremamente sensibile alla densità di semina iniziale: tutti i campioni mostravano 
un incremento di cellule con densità di semina bassa ( 5 e 10   cellule/cm2 ).  
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Probabilmente, una densità di semina troppo alta comporta una maggiore 
concentrazione di metaboliti cellulari nel mezzo di coltura e un’inibizione da 
contatto che determinano una riduzione della crescita cellulare (Colter e coll., 
2000). 
L’influenza della densità di semina sull’espansione cellulare ha fornito risultati 
opposti a quelli ottenuti nel lavoro di Martin (2002) nel gatto dove basse densità 
di semina (< 100 cellule/cm2) influenzavano negativamente la crescita cellulare. 
Nel presente studio è stato possibile distinguere morfologicamente due tipologie 
cellulari: cellule affusolate e cellule più ampie e piatte.  
In letteratura diversi lavori descrivono tali tipologie cellulari; Mets e Verdonk 
(1981) hanno identificato cellule Tipo I (cellule affusolate e piccole) e Tipo II 
(cellule più grandi, piatte e ampie). Secondo questi autori le Tipo II si dividono 
più lentamente rispetto alle Tipo I. 
Nel lavoro di Di Girolamo e coll. (1999) sono state descritte, dal punto di vista 
morfologico, le cellule formanti le CFU-F: nelle CFU-F più grandi le cellule 
tendono ad essere più allungate e affusolate (Tipo I); nelle colonie più piccole le 
cellule si presentano più grandi e piatte (Tipo II). Inoltre le cellule di Tipo I hanno 
un potenziale differenziativo maggiore rispetto alle Tipo II. 
Nel 2005 Drouet e collaboratori hanno mostrato che il Tipo cellulare II mantiene 
la capacità di differenziarsi durante le subculture ma perde progressivamente la 
capacità di replicarsi; inoltre il loro numero aumenta durante i passaggi successivi.  
Tutto ciò fa ipotizzare a questi autori che le cellule Tipo II derivino dalle cellule 
Tipo I e che siano MSCs mature.  
Quindi, conoscere la morfologia cellulare fin dai primi passaggi può risultare utile 
per identificare i campioni più ricchi di cellule del tipo I, da destinare al processo 
di differenziamento. 
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In accordo con  precedenti studi sperimentali sull’uomo e altri animali (Pittenger e 
coll., 1999; Pittenger e coll., 2002), anche in questo lavoro le rMSCs hanno 
mostrato capacità differenziative in senso condrogenico, osteogenico e 
adipogenico, sottolineando così la loro multipotenzialità. 
Inoltre non si è evidenziata una eterogeneità nel differenziamento di cellule 
derivanti da passaggi diversi. 
Nello studio di Di Girolamo (1999), i precursori cellulari ai primi passaggi sono 
eterogenei nel loro potenziale differenziamento adipocitario; è stata infatti 
mostrata una variabilità di differenziazione nelle subcolture. Ciò giustifica il fatto 
che queste cellule non sono tutte ugualmente multipotenti. Di Girolamo e coll. 
(1999) e Bruder e coll. (1997) hanno riportato che i campioni di MSCs di uomo 
mantengono la loro capacità differenziativa fino a passaggio 15 e la perdono al 
raggiungimento della senescenza.  
In letteratura sono presenti numerosi lavori che documentano la capacità 
differenziativa delle MSCs in altri tessuti di origine mesodermica: tendini (Young 
e coll., 1998; Awad e coll., 1999), muscolo (Ferrari e coll., 1998), muscolo 
cardiaco (Fukuda e coll., 2001; Fukuda e coll., 2002). 
In questo studio, l’immunoreattività ottenuta contro CD44, β integrina, desmina, 
vimentina e α-smooth actina e la reazione negativa a CD14, CD45, MHC II e 
citocheratina concordano con i dati riportati sulle MSCs dell’uomo e del topo 
(Pereira e coll., 1995; Wakitani e coll., 1995; Peister e coll., 2004).   
I nostri risultati sono in contrasto con ciò che riporta Fauza (2004) ovvero una 
negatività alla desmina ed una positività alla citocheratina sottolineando 
l’eterogeneità del fenotipo di queste cellule. 
Nel nostro studio CD90 e MHC I sono risultati entrambi negativi, contrariamente 
a quanto affermato da altri autori (Pittenger e coll., 1999; Colter e coll., 2001; 
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Martin e coll, 2002; Musina e coll., 2005) che hanno dimostrato l’espressione di 
tali antigeni sulle cellule mesenchimali stromali.  
Questi dati confermano una variabilità dei marker di superficie espressi dalle 
cellule mesenchimali stromali. Ciò potrebbe dipendere dal differente stadio di 
differenziamento di queste cellule oppure semplicemente dalle condizioni di 
coltura (Bruder e coll. 1997; Gronthos e coll., 2001). 
Inoltre, in questo lavoro, l’assenza di espressione del CD14 e del CD45, epitopi 
caratterizzanti le cellule staminali ematopoietiche,  è un indice che conferma 
l’isolamento e l’espansione delle sole rMSC. 
 
Per concludere, questo studio ha permesso la valutazione del tasso di frequenza, 
della morfologia, dei parametri di crescita e dei marker di superficie cellulare 
delle rMSCs allo scopo di approfondire la conoscenza di queste cellule.  
L’analisi delle CFU nella coltura primaria ha dimostrato che queste possano 
rappresentare un utile strumento per la valutazione del potere clonogenico 
cellulare e la bassa densità di semina può essere considerata una procedura adatta 
ad incrementare l’espansione delle  rMSCs.  
La caratterizzazione delle rMSCs ottenuta grazie a particolari condizioni e sotto 
specifici stimoli ha permesso di capire meglio la natura e l’eterogeneità di tali 
cellule affinché esse possano essere meglio utilizzate in campo terapeutico. 
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All.1  INFORMAZIONI SUPPLEMENTARI RISERVATE AL C.A.S.A. 
(Comitato di Ateneo per la Sperimentazione Animale) 
 
PROGETTO DI RICERCA 
 
1. TITOLO 
Isolamento di cellule staminali mesenchimali da midollo osseo di coniglio (rMSC) 
e loro applicazione in ferite cutanee mediante trapianto autologo: studio pilota 
 
2. MODALITA’ DI ESECUZIONE DELL’ESPERIMENTO 
 
Animali utilizzati. 
Saranno utilizzati sei conigli di 12 mesi di età, di sesso femminile, di razza New 
Zealand e del peso di 5 Kg acquistati presso la Ditta Morini (Reggio Emilia). I 
soggetti saranno mantenuti in condizioni standard nello stabulario per almeno una 
settimana prima dell’esperimento. L’alimentazione e l’acqua saranno ad libitum. I 
conigli saranno ubicati in gabbie singole e le condizioni ambientali ottimali di 
temperatura e umidità saranno controllate giornalmente.  
 
Prelievo del midollo osseo. 
Il prelievo di midollo osseo da ogni soggetto sarà effettuato da omero e/o femore 
previa sedazione con diazepam 0,5% (Intervet®) 2,5 mg/kg i.m. e anestesia 
generale, mediante somministrazione i.m. di ketamina 30 mg/kg. La procedura di 
raccolta prevede la preparazione di un flacone di soluzione eparinata contenente 
200 U/ml. La raccolta di sangue midollare sarà effettuata mediante prelievi minori 
di 2-3 ml ridirezionando l’ago (16g) e senza effettuare nuovi accessi percutanei. 
Una volta effettuato il prelievo, il sangue midollare (6-10ml) verrà raccolto 
all’interno di provette sterili vacutainer. Il prelievo refrigerato a +4°C sarà inviato 
presso il laboratorio di Biologia Cellulare della U.O. Immunoematologia 2 -
AOUP entro 24h in borsa termica. Poiché la sperimentazione si basa su trapianto 
autologo, particolare attenzione verrà data alla rintracciabilità del materiale 
prelevato ed espanso.  
 
Isolamento di cellule staminali mesenchimali da midollo osseo di coniglio 
(rMSC). 
Il midollo osseo espiantato verrà lavato con PBS1X a 900g per 10 minuti. Il 
surnatante verrà scartato ed il pellet risospeso in PBS. Le cellule verranno 
stratificate su opportuno gradiente di densità (Percoll –Amersham) e centrifugate 
a 900g per 20 minuti. Le cellule presenti nell’interfase verranno recuperate e 
lavate con PBS1X ( 600g per 10 minuti). Le cellule così ottenute verranno diluite 
1:7 con DMEM –LG, contate in un emocitometro e seminate ad una densità di 2-3 
x 106/cm2 in medium completo (DMEM LG, FCS 10%, Dexametasone 100nM, 
Pennicillina 100U/ml, Streptomicina 0.1mg/ml, Glutammina 2mM), in fiasche da 
25cm2 e mantenute a 37°C con un’atmosfera di 5% di CO2. Dopo 3 giorni le 
cellule non aderenti saranno rimosse ed i refeed effettuati ogni 3-4 giorni. 
 
Espansione delle rMSC 
Per espandere le cellule così isolate, il monostrato aderente sarà staccato mediante 
Tripsina 0.25% /EDTA 1mM dopo 15 giorni per il primo passaggio ed ogni 7 
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giorni per i 2 passaggi successivi. Le cellule verranno nuovamente seminate in 
fiasche da 75cm2 ad una concentrazione di circa 1 milione cellule/fiasca. La 
procedura  verrà ripetuta una seconda volta. 
Una volta raggiunto l’85% di confluenza, il monostrato verrà nuovamente 
staccato mediante Tripsina 0.25%/EDTA 1mM dalle fiasche di coltura e 
centrifugato a 600xg x 10 min. Le cellule verranno risospese in DMEM-LG, 
DMSO10%, Albumina 10% ad una concentrazione di 106 /ml suddivise in 
cryovials e crioconservate. 
 
Test funzionali in vitro  
Le cellule staminali mesenchimali non presentano un immunofenotipo univoco: 
tuttavia un consensus vi è sull’aspetto (tipo fibroblastoide) e sul fatto che, in 
opportuni medium di coltura, sono in grado di differenziarsi (almeno) in senso 
osteoblastico, condrogenico, adipocitario (tessuti di origine mesodermica).  
     Differenziazione osteoblastica: una aliquota di cellule verrà prelevata e 
seminata in piastre da 24 pozzetti: a distanza di 24h (o al 70% di confluenza) il 
mezzo di coltura verrà addizionato di un mix di agenti differenzianti composto da 
100nM dexametasone, 2mM β-glicerofosfato, 0.05mM acido ascorbico. Il 
trattamento va ripetuto ogni 3 giorni. Dopo 15 gg l’avvenuta differenziazione 
verrà valutata mediante colorazione con Alizarin Red S. La deposizione di calcio 
verrà valutata con la colorazione di Von Kossa. 
     Differenziazione in senso condrogenico: 0.5 x 106 cellule verranno “seminate” 
in un tubo di polipropilene contenente 0.5ml di DMEM-HG, e centrifugate a 450g 
per 5min. Il pellet verrà risospeso in 0.5ml di medium completo specifico “C”( 
DMEM-HG, ITS+premix 50mg/ml, sodio piruvato 1mM, acido ascorbico 
35µg/ml, prolina 40ug/ml,dexametasone 100nM, TGFβ3 10ng/ml). Il tutto verrà 
centrifugato a 150g per 5 min ed i tubi posti a 37°C con un’atmosfera di 5% di 
CO2. L’avvenuta differenziazione in senso condrogenico verrà valutata mediante 
colorazione con Alcian PAS e blu di toluidina. 
     Differenziazione in senso adipocitario: una aliquota di cellule va prelevata e 
seminata alla concentrazione di 1.000 cellule per cm2  in piastre da 24 pozzetti in 
DMEM-LG, dexametasone 1mM, insulina 10µg/ml, IBMX 0.5mM, indometacina 
100µM. Dopo 15gg di induzione adipogenica le cellule verranno colorate con Oil 
Red O. 
 
Preparazione delle rMSC per il trapianto e loro marcatura. 
Le cellule verranno seminate ad una concentrazione di 5x106 /ml in una mix 
composta da DMEM e soluzione collagene bovino tipo I  0.3% (1:1). La 
sospensione (impianto rMSC) verrà seminata in piastre da 12 pozzetti ed incubata 
a 37°C con un’atmosfera di 5% di CO2 per 30min. Successivamente verrà 
aggiunto medium completo senza FCS  ed il tutto incubato per 24h a 37°C con 
un’atmosfera di 5% di CO2. Potranno essere valutate anche matrici alternative al 
collagene. Le cellule espanse verranno trattate con il marcatore fluorescente 
Oregon Green 488 (Invitrogen). 
 
Ferite cutanee. 
Sui conigli, previa sedazione con diazepam 0,5% (Intervet®) 2,5 mg/kg i.m., in 
anestesia generale indotta con ketamina 30 mg/kg i.m., saranno praticate su ogni 
lato della regione dorsale 2 ferite aperte mediante l’utilizzo di punch di 6 mm di 
diametro. Le ferite saranno lasciate guarire per seconda intenzione. Il campione 
cutaneo ottenuto con il punch da 6 mm sarà utilizzato come cute sana di controllo. 
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Sarà somministrata giornalmente enrofloxacin (Baytril al 5%) per via orale 5 
mg/kg ogni 24h a partire dal giorno della creazione delle ferite fino ad 1 settimana 
dopo il prelievo delle biopsie. Per impedire all’animale di leccare o mordere le 
ferite indotte, sarà eventualmente applicato un collare Elisabettiano. 
Sulle ferite di una delle linee paramediane sarà applicata lo stesso giorno della 
creazione delle ferite una matrice contenente una quantità prestabilita di cellule 
espanse provenienti dal midollo osseo del coniglio ricevente. Sulle ferite della 
linea controlaterale, utilizzate come controllo, sarà applicato solo la matrice. Su 
tutte le ferite sarà applicato un bendaggio esterno trasparente in grado di favorire 
la visione diretta dello stato della ferita. 
Gli animali saranno visitati regolarmente e lo stesso personale, se lo riterrà 
opportuno, provvederà al cambio del dressing idrocolloide. Le ferite saranno 
valutate clinicamente e documentate iconograficamente per 14 giorni. Per la 
valutazione clinica dell’efficacia del trattamento saranno presi in considerazione i 
seguenti parametri: area totale, area di riepitelizzazione, caratteristiche della 
cicatrice e/o del letto della piaga. Per la valutazione dell’area totale e dell’area di 
riepitelizzazione, ogni giorno, per un totale di 14 giorni,  saranno tracciate 
mediante l’utilizzo di fogli di acetato trasparente i contorni delle ferite in via di 
cicatrizzazione. I tracciati così ottenuti saranno poi scanerrizzati e misurati. 
Al giorno 7 dall’ inizio dell’esperimento, si procederà  all’asportazione 
dell’idrocolloide e saranno effettuate biopsie cutanee con punch di 8 mm, che 
comprenda le piaghe in via di cicatrizzazione e parte della cute sana ai margini, 
sia delle ferite trattate che di quelle di controllo. Le biopsie cutanee ottenute con i 
punch da 6 e 8 mm saranno divise in 2 metà: una emi-sezione sarà fissata in 
formalina tamponata al 10% (istologia e immunoistochimica), dalla seconda metà, 
una sezione dello spessore di 1 mm sarà fissata in glutaraldeide al 2,5% in 
tampone fosfato (inclusione in resina) e il resto sarà congelato in azoto liquido e i 
campioni ottenuti conservati a -80°. 
 
Valutazione istopatologica delle ferite 
Le prime analisi saranno volte a permettere l’individuazione e la distribuzione 
delle cellule staminali utilizzate nel trapianto nella compagine della ferita ormai 
riepitelializzata. Dai campioni congelati saranno allestite sezioni dello spessore di 
6 µm al criostato che verranno immediatamente fissate in acetone freddo. 
L’evidenziazione e la distribuzione delle cellule staminali espanse trapiantate sarà 
valutata al microscopio a fluorescenza.  
Su sezioni congelate seriali saranno effettuate indagini di immunoistochimica 
mediante l’utilizzo di anticorpi anti citocheratine (panspecifico), vimentina, 
fattore VIII, actina e collagene I-III. Le indagini saranno eseguite su sezioni seriali 
per consentire la contemporanea  visualizzazione delle cellule che hanno assunto 
la fluorescenza (staminali espanse trattate con marker fluorescente) e confermarne 
il fenotipo immunoistochimico (origine epiteliale, fibroblastica, miofibroblastica). 
Le indagini di immunoistochimica saranno effettuate secondo il metodo biotina-
streptavidina perossidasi.  
I campioni fissati in formalina saranno inclusi in paraffina e le sezioni di 5µm 
saranno colorate con E&E per la valutazione istologica. La componente 
extracellulare sarà evidenziata con il metodo Rosso-Picro-Sirius. I campioni 
fissati in glutaraldeide saranno inclusi in resina epossidica (Epon Araldite) e 
sezioni semifini di 0,5 µm saranno colorate con una soluzione contenente blu di 
toluidina all’1%, blu di metilene all’1% e borace all’1% per la visualizzazione 
delle fibre elastiche. 
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I parametri considerati nella valutazione istologica dei preparati allestiti con E&E 
saranno: entità dell’infiammazione, angiogenesi, riepitelizzazione e fibrosi 
(grading semi-quantitativo). Indagini morfometriche saranno effettuate mediante 
analizzatore di immagini Lucia (Nikon, Italy). Dalle sezioni colorate con il 
metodo Rosso-Picro-Sirius saranno determinate le percentuali di fibre collagene I 
e III presenti nell’area cicatriziale. Dalle sezioni semifini saranno individuati i 
campi che contengono il maggior numero di fibre elastiche (FE) e questi saranno 
fotografati, l’area occupata dalle FE sarà misurata ed espressa come percentuale 
d’area rispetto al campo selezionato.  
I dati ottenuti saranno infine elaborati per l’individuazione dei fattori che 
contribuiscono e/o ostacolano la guarigione delle ferite in presenza di trapianto 
autologo utilizzando cellule staminali  mesenchimali 
 
3. RIABILITAZIONE DELL'ANIMALE AL TERMINE DELLA 
SPERIMENTAZIONE (ai sensi della Circolare del Ministero della 
salute n. 6 del 14\5\2001) 
 
(SI)*    (NO) 
 
*In caso venga barrata la casella (SI), specificare orientativamente  il numero di 
animali che, sentito il veterinario responsabile, si prevede si renderanno 
disponibili per la riabilitazione nel caso pervengano richieste di affido. 
 
Si prevede di rendere disponibili i 6 conigli oggetto di sperimentazione 
 
 
4. UTILITA’ DEI RISULTATI CONSEGUITI 
 
Il presente progetto di ricerca permetterà al gruppo di ricerca di:  
A. Mettere a punto un modello animale per lo studio delle cellule staminali 
mesenchimali, sia come ricerca di base sia per il loro utilizzo a fini terapeutici.  
B. Definire la localizzazione e distribuzione anatomica cutanea delle cellule 
staminali mesenchimali isolate da midollo osseo e trapiantate in modo 
autologo in ferite aperte nel coniglio.  
C. Determinare l’effetto sulla cicatrizzazione dell’applicazione di cellule espanse 
di midollo osseo differenziatesi in cellule mesenchimali in trapianti autologhi 
nel coniglio. 
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D. Valutare se la differenziazione in cellule mesenchimali contribuisce al 
processo di cicatrizzazione solo nelle fasi inerenti la neovascolarizzazione 
(cellule endoteliali) e il rimodellamento (fibroblasti e miofibroblasti) o anche 
su eventi di riepitelizzazione sia a partire dall’epidermide che dalla parete 
follicolare. 
E. Individuare i fattori che contribuiscono e/o ostacolano la guarigione delle 
ferite in presenza di trapianto autologo come ulteriore passo nella conoscenza 
dei meccanismi che regolano il processo di riparazione tissutale e nella 
risoluzione dei problemi ad essa legati (cicatrici esuberanti e cheloidi o ferite 
che non guariscono). 
 
 
IL RESPONSABILE DELL’ESPERIMENTO Francesca Abramo 
 
 
IL MEDICO VETERINARIO SORVEGLIANTE Alberto Sbrana 
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